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緒 言
ビタ ミ ン K は ､ 天然 に は ビタ ミ ン Klと どタ ミ ン K2が存在する o 南北食物は刑題. 且 に
示したよう にナ フ トキノ ン骨核を共通に有し､ その 骨額の 3位に結合する側鎖が異なる｡
ビタ ミ ン監1は単 一 化食物 で あるが ､ ビ タ ミ ン監2は 側鎖の イ ソ プ レ ン単位 の 数により14
偶の 同族体 がある ｡ ビタ ミ ンKlは主 と して植物の葉緑体で産生され ホ - レ ン草､ キ ャ ベ
ツ な どの 線色野菜申 に多量 に含有され て い る(1, 2). また ビタ ミ ン K2ほ種々 の細菌 に よ
り藤生され(3, 4)､ チ ー ズ ､ ヨ - グ ル トな どの 乳製品や納豆な ど発酵食品中に多く含ま
れ る(5)｡ 本研究で取り上げ たメ ナチ トレ ノ ン ほ ビタ ミ ンK2 同族体の
一
つ で ビタ ミ ン監1
と は側鎖 に不飽和結合4個を有する点で の み異な る｡
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ビ タ ミ ン K は 血液凝固系 に関与す る重要な ビタ ミ ン で あり(6)､ そ の 機序ほ ､
y-gluta mylc arbo xylas eの 補酵素として の 作用である こ とが明らかとな っ て い る(7,8)o す
なわち ､ Fig. 2 に示すよう に ビタ ミ ン K は生痩的に不活性型の 酎ヒ型 (キ ノ ン型) で 消
化管か ら体内 - 取 り込ま れ ､ まず vitaJnin K reduc tas eに よ り還元 さ れ活性体 で あ る還元
盟 (ハ イ ド ロ キ ノ ン 型) と なり ､ こ れが γcarbo xyglutamic a cid(Gla)の 生成に共役して
vitamin K epo xide に変わ り ､ つ い でvitamin K epoxide-r edu ctase によ り酸化型 の ビタ ミ ンK
に戻り再利用 さ れる ｡ こ の 一 連 の 反応 は ビタ ミ ンK サイク ル と呼ばれて い る(9)｡
一 方 ､
こ の ど タ ミ ン K サイ ク ル と 共役 し で 脱水素反応を 受け た グ ル タ ミ ン 醸(Glu) に ､
y-gluta mylc a rboxylas eによ りCO2 が付加され Gla が生成する o 血 液凝固因子ほGla化 さ れ
て 初 め て カ ル シウ ム との 結合能を待 つ た め､ Gla の発見は ど タ ミ ン 監の 作周点を解明 し
た だけでなく血液凝固系の活性化に Ca
2'が必須で ある仕組 の - 端を明らか に した点で画
期的なも の で あ っ た ｡
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生体内の カ ル シウ ム の 貯蔵部位 で あ る骨 にも ビタ ミ ンK依存性 の G la含有タ ン パ ク
質の存在する こ と がHa u s chkaら､ pric eらに より発見さ れ ､ そ れ ぞれ オ ス テ オ カ)t'シ ン
(10)､ ある い はBo ne Gla Pr otein(BGP)(ll)と命名され ､ ビタ ミ ン K の 関与する新し い 分
野が開か れ た ｡ オス テ オ カ ル シ ン は前駆体 (非Giaオス テ オ *)レシ ン) と して 蛋白合成
さ れ た後に ､ そ の分子中の Glu 残基 が ビ タ ミ ンK サイ ク ル と共役 し てpost-tr a n slado nal に
Gla化さ れ生成する(1 2,13)｡ オス テ オカ ル シ ン は分子量約6500で ､ 分子中 にGla3残基を
含み､ 骨の 非 コ ラ ー ゲ ン性タ ン パ ク の10 - 20 %を占め る(14)o こ のGla残基間の距離が
リ ン酸カ ル シ ウ ム の 結晶体で ある ハ イ ドロ キ シア パ タ イ ト の大きさと 一 致 して い る(15)
こ とか ら､ オス テ オカ ル シ ン は骨の 石灰化た関与する と考えられた ｡ オ ス テ オ カ ル シ ン
の 産生 に ビタ ミ ン K が必須 で ある こ とか ら､ ビタ ミ ンK の骨代謝に お ける役割に関心 が
高まり､ ビタ ミ ン K の骨代謝 - の 関与を示唆する数 々 の 報告 が な■され た ｡ すなわち ､ ビ
タ ミ ン K の措抗剤 で ある ワ ル フ ア .) ンを投与さ れ た妊婦か らの 新生児 に は骨の発育異常
が認め られ る(16,17, 18)､ 骨折 を起 こ した骨租軽症患者の 血中 ビ タ ミ ンK 濃度が同年齢
健常者 よ り低 い(19,20, 21, 22)､ 尿中 カ ル シウ ム排壮の多 い 骨租軽症患者に ビタ ミ ンKl
を投与する とそ の排聴 は抑制される(23,24)な どが報告された ｡
著者らは蘇に メ ナテ ト レ ノ ン(Fig.1)b晋血液凝固活性 に関して どタ ミ ンK2同族体の中
で 最も活性の高 い 化合物の 一 つ で ある こ と(25)を明らか に した ｡ こ れを契機 にメ ナチ ト
レノ ン の 骨代謝 に対する作用 に つ い て の研究を開始した｡ こ れ まで にメ ナチ ト レ ノ ン に
つ い て著者の研究 グル ー プはラ ッ トの卵巣摘除(26)や ス テ ロ イ ド投与(27)に よ る骨量減
少 に対する抑制作用を報告した. ま た臨床 に お い て も二 重盲検試験に おレ､て 骨租蘇症患
者 に対する有効性が確認さ れ て い る(28)｡ しか しその 作用機序に関して ほ未だ明らか に
な っ て い な い ｡
こ の ような背景の も と に ､ 本研究で は メ ナ テ ト レ ノ ン の 骨代謝に関与する機序に つ
い て追及した ｡ 第1車で は卵泉摘除に よる骨量減少 に対する メ ナ チ ト レ ノ ン の作用 が 血
中 ビタ ミ ンD3浪度 に より影響を受ける か どうかを検討し､ 骨代謝 における ビタ ミ ンKと
ビタ ミ ンD3 の相互作用に つ い て 考察した｡ 第2 章で は どタミ ンK の措抗剤である ワル フ ァ
リ ン の作用 に は性差があり､ その 性差発現 に エ ス トロ ゲ ンが関与して い る こ とを見 い 出
した｡ 骨観客症患者の大半 は閉経後の女性 であり ､ エ ス トロ ゲ ン の欠乏が骨董 の減少の
大きな原因の 一 つ にな っ て い る(29, 30, 31,32)こ とか らどタ ミ ンK の骨に対する作用を性
ホ ル モ ン との 関係か ら考察した. 第3章で は ､ 骨の 畳 は最終的には骨から*)レシウ ム が
出て い く骨吸収と骨に カ ル シウ ム が蓄えられる骨形成 との バ ラ ン ス で決定さ れ る こ と か
ら､ 骨形成 における オ ス テ オカ ル シ ン の役割を考察する た め に内軟骨性骨化の モ デ ル と
考えられる骨蛋白質移植実験 で の石灰化に対する オ ス テ オカ ル シ ン の 関与 に つ い て検討
した ｡ 第 4牽で は骨吸収 に対する メ ナテ ト レ ノ ン の作用 を器官培養系 で の 骨吸収活性測
定系を用 い て検討し た ｡ ま た骨吸収 は主に破骨細胞に より行 われ る こ と か ら第 5章で は
こ の破骨細胞形成に対する作用を検討した ｡ 第6 章で はメ ナ チ ト レ ノ ン と どタミ ンKl及
びそ れぞ れ の 側鎖を構成する成分の ア ル コ ー ル相当体の骨吸収抑制作用 に つ き構造活性
相関を検討し､ メ ナテ ト レノ ン の側錬成分が活性本体である こ とを明らか に したQ
以上 の 研究 によりメ ナテ ト レ ノ ン の骨代謝 に関与する作用機序の
一 部を明らか に し
た｡
第1章 メ ナテ ト レノ ン の骨董減少抑制作偶 に対する血中 ビタミ ンD3
濃度の影響
ビタ ミ ン K は血液凝固系 に関与す る重要な ビタ ミ ン で あり ､ そ の 作周機序ほ血液凝
固因子前駆体(pⅠvKA,Fig.2)のy- カ ル ポキ シ ル 化にあ る(7,3 3)o 骨中 にもGlaを含む費白
で ある オ ス テ オ カ ル シ ン が発見され(10)､ 骨 の 石灰化部分 に局在して い る こ と ､ 骨芽細
胞で の み産生 さ れ る こ と(34,35)が明ら か に さ れ た ｡ 最近 ､ 血 中舟 ス テ オカ ル シ ン は 骨
形成の マ ー カ と して広く用 い られ て い る(36, 37)｡ また オ ス テ オ カ ル シ ン は ビタ ミ ン監依
存性 にGla化 され て 生成さ れる こ と(10, 12)か ら､ ビタ ミ ン K の 骨代謝 に 掛ナる役割が 注
目さ れ て き て お り ､ 骨折をと もなう骨租軽症患者の 血中 ビタ ミ ン監膿度は同年齢対照者
に比 して低く(19, 20,21, 22)､ また尿中カ)i,シ ウ ム 排他の 高 い 患者 に ビタ ミ ンKlを投与
する とその 排壮 は抑制さ れ る(23)な どど≠ミ ンK の 骨代謝 へ の 関与を示唆する成続が多
数報告されて い る ｡ 著者らは ､ こ れ まで にメ ナテ トレ ノ ン の ラ ッ トで の 卵泉摘除(26) や
ス テ ロ イ ド投与(27)に よ る骨量減少 に対する抑制効果を報告して きた ｡
一 方 ビタ ミ ンD3は カ ル シ ウ ム代謝 に重要な ビ タミ ン で あ り(38)､ オ ス テ オ カ ル シ ン
の産生 に関し て は､ ビタ ミ ン rhがそ の 前駆体の 黄白合成を商め(39,40,4 1)､ ビタ ミ ン K
に よ る分子中Glu のGlaイヒを経て オス テ オ カ ル シ ン にな る こ と が知られて い る ｡ しか しin
viv oで の 骨 に対する ビタ ミ ン Dと どタ ミ ンⅩ の 相互作用 に関す る報告は なされ て い な い ｡
こ れ を明らか にす る目的で メ ナ テ ト レ ノ ン の 骨董減少抑制作周 に血中 ビタ ミ ンⅠお 濃度
が影響を及ぼすかどうか に つ き検討 した｡
実験方法
1 実験動物及 び飼育方法
16週齢 の雌性 フ ィ ッ シ ャ ー 系ラ ッ ト48匹(日本ク レ ア)を使用 したo ラ ッ トはすべ て
1 ケ ー ジ 4 匹の 群飼 い と し､ 金網ケ ー ジで 飼育した｡ 飼育室は12時間明暗循環とし､ 温
度､ 湿度 は それ ぞ れ23士 2 ℃､ 55士10%で維持した o ラ ッ トを ビタ ミ ン b 添加飼料で
飼育する群(D(＋)罪)と ビタ ミ ンD3非添加飼料で飼育する群の(-)罪)に分け､ D(＋)群の ラ ッ
トに は精製飼料(ビタ ミ ンD3 240rU/100g飼料含有, 日本ク レア)を､ ま たD(-)群 の ラ ッ ト
にほ 同 じ飼料 で の ビタ ミ ンD3非添加飼料を与えた｡ D(＋)群お よ び D(I)群を とも にさら に
3群(∩ - 8)に分け､ それ ぞれ ベ ン トパ ル ビタ ー ル麻酔 下 に 1群 に は偽手術を､ 残り の
2群 に は 両側卵巣摘除術を施 し､ 偽手術群 ､ 卵巣摘除対照群､ 卵巣摘除メ ナチ ト レ ノ ン
群 と した｡ 卵巣摘除メ ナ チ ト レ ノ ン群 に は D(＋)飼料ま た は D(-)飼料にそれ ぞ れメ ナテ
ト レ ノ ン を60mg/100g飼料添加L,自由摂取させ た o 飲水 は蒸留水を自由摂取させ ､ そ れ
ぞれ の 飼料 で卵巌摘除後3 カ月開飼育した ｡ 月 に 1度ずつ 摂餌畳 と体重 を測定し､ 曜餌
投与に よ る実際の メ ナ チ ト レ ノ ン摂取量を計算した結果､ 3 カ 月間の メ ナチ ト レ ノ ン 投
与量 は平均25 mg侭g/day で あ っ た ｡
2 測定項目及び測定方法
メ ナ テ ト レ ノ ン 混餌投与3 カ月後 に ､ ペ ン トパ ル ビタ ー ル麻酔下 に腹部大動脈か ら
ヘ パ リ ン採血を行 い ､ 左右大腿骨を摘出した｡ 血液は 4℃ ､ 3000回転で10分間遠心し て
血祭を分離し､ 血祭申カ ル シ ウ ム 及 びア ル カ リ ホ ス フ ァ タ - ゼ(Åトp)活性を測定した｡
カ ル シ ウ ム はO CPC(o- cr esolphthaleim c o mple x o n e)紘 (カ ル シ ウ ムC- テ ス トワ コ
-
, 和光純
弗) ､ Aトp活性は フ ユ ニ ル リ ン 酸基質法 (ア ル カ リ性ホ ス フ ァK - テ ス トワ コ
一 周光純
薬) に て それ ぞれ測定した ｡ また 血祭中25-OH - ビタ ミ ン 肋 (25(OH)D3)はア セ トニ トリ
ル で抽出し､ H P LCで分画後､ co mpedtiv epr oteinbindinga ss ay(42)で 測定したo
右大腿骨 は筋肉及び結合組織 を取り除き ､ 長さ及び体構を測定 し､ エ タ ノ ー ル と ア
セ トン で各3 回沈静後乾燥させ乾燥骨重畳 を測定した｡ 俸積 はアル キメ デ ス の原 理 ､ す
なわ ち水を入れた ビ - カ ー の 中に骨を つ る し､ そ の 時増加した水の 重畳 を体積と して 測
定 したo 乾燥骨董農を体積 で割 っ た 倍を骨密度 と した o 左大腿骨は二 重 エ ネル ギ
ー Ⅹ 線
吸収法 puale n ergy冗 -r ay abs o rptio m etry, D EXA)に より Bo n eM in e ralCo nte nt(B M C)､ Bo n e
M in eral De n sity(B M D)を 測定 し た o 測 定 は Hologic社 製QD R-1轍)を 伺 い Ultr ahigh
re s ｡1uti｡ nモ ー ドで 実施した ｡ 測定値 と して は大腿骨全体 の億 と ､ 近位端側､ 骨幹部及び
遼位端側 に3等分した値を算出した ｡
3 統計解析
そ れ ぞれ の グラ フ 及び表 の債 は平均値士標準誤差(s且 M .)で 示 した ｡ 平均値の差 の
検定はStude ntの t検定 に て行 っ た ｡
実験結果
1 卵巣摘除3 カ月後の体重及び血祭中成分の変化 と
-
メ ナチ トレ ノ ン 投与の効果
卵巣摘除3 カ月後の体重及 び血祭中カ ル シ ウ ム ､ Al-p活性の 変化をTab且e ‖こ示 した o
D(')群 ､ D(-)群と もに卵巣摘除する こ と によ り3 カ 月後 の体重 ほ偽手術群 に比 して有意
に増加 したo D(滞 の 血祭申カ ル シ ウ ム ほD(＋輝 に比 して 低値を示す傾向を認め(p<0･1)､
Al-p活性は有意 に低値 を示した . ま た卵巣摘除対照群 の 血祭申カ ル シ ウ ム は偽手術群 に
比して 有意 に減少し ､ Al-p活性 は卵巣摘除対照群 で偽手術群 よ りも高 い値を示し､ D(-)
群で有意差が認め られた｡ メ ナテ ト レノ ン の 投与は い ずれの パ ラ メ
- 夕 に対 して も影響
を与えなか っ た ｡ 卵巣摘除3 カ月後の 血祭中25(O H)D3 漁皮を Fig.3 に示した｡ D(＋)飼料
で飼育した偽手術群の25(O H)D3 濃度は24士 1ng/mlであり､ 卵泉摘除対照群も偽手術群
と ほ ぼ同程度 の債 を示 した ｡ メ ナテ ト レノ ン 投与群 で は ､ 41j= 1ndm且と卵泉摘除対照
群 の約1.5倍 に上昇 し ､ 両群間に有意差が認 め られ た . ”(-)飼料で飼育した偽手禰群 で は
血祭中25(0王i)D3 濃度は 8 士 1 ng/mi であり ､ ”(＋)群 の偽手術群 に 比 して有意 に低 い儀 を
示した ｡ D〔)群 で は卵巣摘除及び メナチ ト レ ノ ン投与に よ る影響は認め られなか っ たo
Table1 Effe ct ofme na tetren one o nbodyw eight a ndp-asma calciu mIe v ela nd alkalin
e phosphatase a c tivityin
ov arie ctomiz edra t sfeda vita min D(十)or a vit amin D(-)diet
P一a s m a
Body w eight CaJcju m AJkaline
-
pho sphat as e
(g) (mg/dl) (K A- U/dl)
Vitamin D(＋)group
S ha m
Ova rie ctomy
c o nt rol
m ena tetr e n one,2 5mg/ kg
Vita min D(-)gr oup
Sha m
Ovarie cto my
c ontrol
m e na t e tr en on e2 5m9/k9
…
2
2
0
.
4
6…;]本革
8 之4 9 ±3
;三;;…
3
5]* 半
8 2 52 ±6
9.8 3 士0.1 4
9.1 5 ±0.0 6
9.Z 6±0.0 7
9.52 ±0.09
9.0 9 ±0. 5
9.29±0.l l
]
]
半*
# *
4 6.4 j:i .0
49,9 ±2.3
5 3.7 士1.4
4 0.5 土1.5
4 5.7 士1.5
4 5.5 ±2.1
]
* *
*
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2 卵巣摘除3 カ月後大腿骨の骨長､ 体積 ､ 乾燥重量 ､ 骨密度の変化 と メ ナテ ト レ ノ
ン の作用
卵巣摘除3 カ月後の大腿骨の骨長､ 体積 ､ 乾燥重量 の変化をTable2 に示 した ｡ 偽 手
術群 に比 して大腿骨の骨長及び体積 はD(＋)群 ､ D(-)群ともに卵巣掃除によ り有意に増加
し､ 乾燥重量 は有意差は認め られ ない が低値を示した｡ メ ナ テト レ ノ ン投与群 で は骨長､
体積 はD(＋)群 ､ D(-)群の い ずれも偽手術群と ほ ぼ同じ倍を示し､ 乾燥重量 ほD(＋)群 で 有
意で は な い が 高値を示した(p<0.1)｡ 骨密度の変化は Fig. 4 に示 した よう にD(＋)群 ､ D(-)
群 と もに卵巣摘陰によ り有意 に低下 した ｡ メ ナ チ ト レ ノ ン の投与 によ りその 低下 はD(十)
群で は有意 に抑制さ れ ､ D(-)群 で は抑制する傾向が観察された(P〈O.1)｡
Table 2 Effectof bon ele ngth, v okJ m ea nd dry 血eight of fenlurSin o va riectomized
ratsfeda vitamin D(＋)or a
vita min D(-)diet
Fe m u r
Length Volu m e Dryw eight
(m m) (m m3) (mg)
Vitamin D(＋)gr oup
Sha m
Ovaria cto my
c ontrol
m enatetre non eZ 5mg/kg
Vita minD(-)group
S ham
Ovariectomy
cQn trOl
m enatetrenon e2 5mg/k9
8
8
32.Z 4 士0. 8
3Z.4 9 土0.1 1
3 Z.6 4 土0. 7
]*
3Z 9.5 土3.a
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3 卵巣摘除3 カ月後大腿骨B MC､ B M D の変化と メ ナテ ト レ ノ ン の効果
3-1大腿骨全体 で の 成績
卵巣摘除3 カ月後の大腿骨全体で のB M C､ BMD の変化とメ ナテ ト レノ ン の効果を
Tableう■に示 した ｡ D(＋)群 ､ D(-)群 の い ず れ の 飼育条件下 に お い て も卵巣掃除対照群 の
B M C､ B M.Dは偽手術群 に比 して 有意に低下 した o こ れ ら卵泉摘除対照群 のB MC､ B M D
の低下 に射 し ､ メ ナチ ト レ ノ ン投与群で ほD(＋)の 飼育条件下 で有意で はな い が抑制す る
傾向 が認 め られ た(p<0.1)0 DE X A法 で 測定したBMDと ､ 乾燥骨重畳 と体積の 比 から算出
した骨密度(Fig.4)の 問に は r=0.812と高い 相関が認められた｡
Table 3 Effe ct of m e n atetre n o n e o nbo n ede n sity ofwholefe m ursin ovarie cto miz edratsfeda
vitamin D(十)o ra vita min Dト)diet
B M C(mg) B M D(m9/c m2)
Vita min D(＋)gr o up
Sham
Ovarje cto my
c o ntrol
m e n atetre n o n e2 5mg/k9
Vita min D卜)gro up
Sha m
Ov arie cto my
c o ntr ot
m e n atetr e n o n e2 5mg/kg
ら
8
8
7
白
8 30 2.4±7.7 2 3 5.9±3.7
Rats w erefed a dietc o ntaining 2 4 0 1Uvita min D3/1 0 0g(vita min D(十))or adietdeficie ntin vita min
D3(vita min D(-)). Me n atetr e n o n e w a sgiv e n as adietary s up p一e m e ntfo r3 m o nths ata m e a ndos e of
2 5mg/kgbody w eight/day･ Ea ch v alu e repr es e nts the mea n土 S･E･M ･ △P<0･1I * *P<0･0 1
3-2大腿骨3分割(近位端, 骨幹部, 達位端)で の成績
卵泉摘除3 カ月後 の大腿骨B MCを近位端､ 骨幹部､ 達位端に3分割した際の成績を
Table4 に示したo 近位端､ 連呼端のB MC はD(＋)､ D(-)どちら の飼育条件下 で も卵巣摘除
によ り有意に減少した｡ D(＋)群 で は メ ナテ ト レ ノ ン疲与に よ り卵巣掃除に よる近位端 で
のB M Cの 減少が有意 で は な い が抑制さ れ る傾向が認め られ た(p<0･1)o
卵巣摘除3 カ 月後の大腿骨の 近位端､ 骨幹部､ 遠位端で のB M D の変化を Fig･5 に示
した｡ D(＋)､ D(-)の どち らの飼育条件下 で も卵巣摘除に よりB MDは3 部位 とも に有意 に
減少した｡ メ ナテ ト レノ ン投与に よ る効果はD(＋)群の骨幹部で有意に認められ､ 速位端
で も有意 で はな い が高値を示す傾向があ っ た(p<0.1). D(-)群 で はメ ナ チ ト レ ノ ン投与 に
ょ り有意差はな い が骨幹部B M D の減少を抑制する傾向が観察された(P〈O.1)o
Table 4 Effe ct ofm enatetr e n o n e o nB M Cofthre ed げfe r e ntp
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10
考察
本研究で用 い た卵巣摘除に よる実験的骨観察症 モ デ ル ほ ､ 臨床で の 骨観察症患者 の
大半を閉め る閉経後骨髄鯵症を想定して い る ｡ 著者はこ の モ デ ル を用い て すで にメ ナ チ
ト レ ノ ン の骨畳 減少抑制作用 を報告(26)して お り､ 本章で は こ の 作用が飼料中 ビタ ミ ン
D豊 により影響を受け る か どうかを検討した. ビタ ミ ンD3 は生体内 に取り込まれ る と
肝で直ち に水酸化 を受け､ 25(0 Ⅰi)D3 と して 存在する た め ､ 栄養学的に ビタ ミ ンD摂取 が
充足して い るか どうか の診断に血中25(0琵)D3 濃度が重要な指標とな っ て い る(38)｡ 今回
D(＋)､ D(-)飼料飼育の条件で実験を行 っ た の で ､ そ の 影響を確認するため に飼育S ヵ 月
後の 血祭中25(OH)D3膿皮を測定 したo そ の結果D(-)偽手術群 の 血祭中25(OH)D3 膿度は
D(＋)偽手術群 の約1/3 の低値 を示 し､
l
飼料中 ビタ ミ ンD3畳 の 低 下を よ く反映し て い た
(Fig. 3)｡ 完全 な ビタ ミ ンD欠乏状態を惹起する に は ､ 練乳直後から ビタ ミ ンD欠芝飼料
を与える必要が あ る と報告 さ れ て い る(43)｡ 本実験 は16週齢 か ら ビタ ミ ンD欠乏飼料を
3 カ月 間与え た成績で あり ､ 投与開始時期の遠 い が 血祭中25(OH)D3 濃度 の低下が1/3程
度 に と どま っ た 原因と考えられる ｡ Ⅰ)(-)飼料を与える こ と により血祭申 カ ル シウ ム儀 は
有意で は な い が低値を示し(p<0.1)､ ju-p活性はD(＋)群 に比 して有意に低下 した(Table1)｡
B MC やB M Dな どの 骨 の パ ラ メ ー タ も有意差は認め られ なか っ た が い ずれ の項 目も低値
を示した(Table3, 4)｡ ビタ ミ ン 伽 は腸管からの カ ル シウ ム吸収も羊関与する重要な ビタ ミ
ン で あり(38)､ D(-)群 で の こ れ らの 変化 は ､ 腸管から の カ ル シ ウ ム 吸収の低下 によ り 血
祭中カ ル シ ウ ム債 が低下 し ､ 血祭中25(O H)D3の 低下 もあ い ま っ て ､ その 結果Åトp活性及
び骨形成が低下して ､ 骨董 が低値を示 した もの と推察さ れる o こ れらの 成績は骨代謝 に
おける ビ タ ミ ンD の重要性を示すも の と考えられる｡
ラ ッ トを卵巣摘除する と体重 の増加､ 血祭中カ ルシ ウ ム償の 低下､ A トp活性の 上昇､
骨B MC,B M D の低下な どの 現象が報告され て い る(44, 45,46, 47)｡ こ れ を ビタ ミ ン D 有
無の 条件下 で検討したと ころ ､ 卵巣摘陰による体重の増加､ 血祭中カ ルシ ウ ム値の低下 ､
A トp活性の 上昇､ B M CやB M D の低下 が認め られ ､ こ れまで の 報告とよ く
- 敬 した ｡ 卵巣
摘陰に よ る こ れ らの 変化 の程度 はD(＋)群､ D(-)群と も に同程度 で あり ､ 飼料中 の ビタ ミ
ンD量 の 有無 によ る差異 は認め られなか っ た ｡
こ の 卵巣摘除しD(＋)また は D(-)の 条件で飼育したラ ッ トにメ ナテ ト レ ノ ン を投与す
る と ､ 血祭中の カ ル シ ウ ム ､ A トp活性 には変化は認め られ なか っ た が､ D(＋)群 で の 血寮
中25(O H)D3 濃度の 有意な上昇が認め られた｡ 食物か ら摂取 さ れ た ビタ ミ ン D3は吸収さ
れ て直ち に肝臓 に集まり(48)､ そ こ で 速やか に25(OH)D3に代謝さ れ(49)､ ビタ ミ ンD関連
化合物中で は 一 番高い 濃度 で 血中を循環する こ と(50)､ また半減期も長 い(51)こ とから､
ll
血祭中25(OH)D3 濃度は腸管からの ど
■
ダ ミ ン抄の 吸収量 を反映する もの であり､ D()群 で
はメ ナチ ト レ ノ ン 投与によ る血祭中25(0珂)D3 濃度 の 上昇を認め な い こ とをあわせ て考
える と ､ メ ナチ ト レ ノ ン が どタ ミ ンD3の 吸収を高め る と推察されたa
ラ ッ トで の卵巣掃除に よ る骨畳減少は海綿骨の多い 骨端部で早期 に起 こり ､ 皮質骨
の多 い 骨幹部は起 こ り にく い こ と が報告 さ れ て い る(52)o Fig･5 に示 した よう に ､ D E X Å
放で 測定 した大腿骨のB M D でみ る と近位端､ 速位 端は卵泉摘除3 カ月 で10 - 1 2%減少
する の に対し､ 骨幹部の 減少ほ3 - 4% で あ りこ れ まで の 報告 と よく
- 致した o 著者ら は
卵巣摘除後短期間(2週間)に起 こ る骨端部で の 骨吸収をメ ナ チ ト レ ノ ン は細別する こ と
(26)を報告した o マ ウ ス 頭頂骨培養糸にお い て メ ナチ ト レノ ン は m 舶 に よる骨吸収を
p G E2産生抑制を介 して用量依存 的に抑制する こ と(53)か ら､ 骨吸収の 抑制が上述した
骨量減少抑制作用の機序の 一 部に な っ て い る と考えられ る｡ また卵巌摘除級長期間を要
して現 わ れる骨幹部の骨破断強度や骨塩畳 の低下 にも メ ナチ ト レノ ン の 長期投与が有効
であ る こ と(26)を報告 して い る.o 今 回示 し た
メ ナテ ト レ ノ ン の骨農減少抑制仲 卿 ま､ 大
腿骨を近位端､ 骨幹 臥 逮位端 の 三部位 に分けて比較する と ､ 皮質 馴 二嘗む骨幹部 で
その作用 が明確 で あり､ 先の 長期投与で の 成績(26)を再現 したもの であ っ た｡ 臨床に お
ける成績で も微小密度計(Micr o- de n sito m et r, MD)法 に よ る申手骨指数聯etaGa聯且‡nd餌 ,
MCI)をメ ナテ トレ ノ ン は有意 に改善する こ とが報告さ れ て おり(28)､ こ れ ら の 成練より
メ ナテ ト レ ノ ン は皮質骨 に作用する こ と が示唆さ れた｡
メ ナ チト レ ノ ン の 骨に対する作周をD(＋)群とD(-)群 で比較すると､ D(一 輝 で は骨密度､
骨幹部B M Dの 改善傾向の みが認 め られ た の に射し､ D(＋)群 で は骨密度､ 骨幹部恩M 抄は
有意に改啓され､ 乾燥骨重量 ､ 大腿骨全体のB M C､ B M Dお よ び近位端､ 遼位端 の恐M D
は改善傾向を示 したo すな わ ちD(＋)群の方がメ ナチ ト レノ ン の効果が発揮されやすい こ
とを示唆する成績 で あ っ た o こ れま で にも ビタ ミ ン K と ビタ ミ ン D3と の 禰宜伶周を示唆
する い く つ か の報告 がなされて い る . 腰原 ら は ､ ヒ ト骨穿細胞培養弟に 掛ナる石灰化が
1,25(OH)2D3と どタ ミ ンK2の 同時添加で相乗的に増加 し､ 同時に測定した オ ス テオ カ ル
シ ンも増加する こ とを報告し て い る(54)｡ 最近､.著者らほ反転腸管法を用 い た実験で ､
メ ナチ ト レ ノ ンを投与した ラ ッ トで は腸管からの カ ル シ ウ ム 吸収が増加して い る こ と を
報告した(55)｡ ま た ､ 骨租軽症患者 を対象 に した メ ナテ ト レ ノ ン の 臨床試験 に お い て そ
の成績を投与前の 血中1,25(OH)2D3 値で 層別イヒする と ､ メ ナ テ トレ ノ ン の 骨密度増加率
は 1,25(OH)2D3高値群 で より高 い こ とが報告(28)され て おり､ 今回 の 成績は こ の 報告と
よ く - 敦 した ｡ すなわち ､ こ れ らの 成績を合 わせ て 考えると､ メ ナチ ト レ ノ ン は骨代謝
にお い て どタ ミ ンDとの 相互作用を有する こ と が示唆された ｡
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第2章 ワル フ ァリ ン の作摘発現における性差と エ ス トロ ゲ ン の関与
骨髄寮症患者の大半が閉経後の女性で あ り ､ そ の 発症の大き な原因 は エ ス トロ ゲ ン
の 鶴渇 で ある と考えられ て い る(29,30,3 1, 32, 56)｡ 近年 こ れら閉経後骨髄離症患者､ 特
に骨折 を伴う患者で は 同年齢健常人 に比 し て血中 ビタ ミ ン K膿庶の低下して い る こ と が
い く つ か報告され て い る(19, 20,21, 22)｡ こ れ ら の 報告ほ骨代謝に 掛ナる エ ス トロ ゲ ン
と どダ ミ ン Kの 相互作周を推定さ せ る .
- 方ラ ッ トを ビタ ミ ン K欠乏飼料で飼育する と雄 で は容易 に低プロ トロ ン ビ ン血痕
とな り出血傾向を示すが ､ 雌 で は こ の ような どタ ミ ン K欠芝病態の惹起 は困難である こ
と ､ 即ち ビ タ ミ ン K欠芝柄態 の発現 に は性差 のあ る こ と が報告(57, 58, 59, 60)されて お
り ､ こ れ らの 報告も エ ス トロ ゲ ン と ビタ ミ ン K の相互件周を推定させ る私 の で ある ｡ 著
者は ビタ ミ ン K とエ ス トロ ゲ ン との 関係を検討した い と考えて お り､ 上述の 血液凝固系
における性差 に つ い て の 報告 に注目したo ラ ッ トを ビタ ミ ン K欠乏飼料 で飼育して も ､
腸内細菌 によ る どタ ミ ン K生 合成(3,4)や食費(61)に より どタ ミ ン Kが倣給され るため ､
それだけ で は どタ ミ ン K欠乏柄態の作製は困難で あり､ 無菌ラ ッ トで 実験する必要があ
るとの 報告(62,63)がある. ビタミ ン K欠乏飼料の かわりに どタ ミ ン K括抗剤の ワ ル フ ァ
リ ン を投与する と ､ ワ ル フ ァ リ ン は どタ ミ ン.K - サイク ル の
- 部を阻害し､ Glalヒを抑制
する(64)こ と に よ り正常ラ ッ トにお い ても ど タ ミ ン K欠乏時と同様の低 プロ トロ ン ビ ン
血症を容易に発現する(65)｡ そ こ で本章で は どタ ミ ン K欠乏の モ デ ル と して ワ)I,フ ァ リ
ン投与によ る低プロ ト ロ シビ ン 血症病態を周い た ｡ その 病態発症に性差が ある か どうか ､
そ の 性差 の発現時期及 び エ ス トラ ジ オ ー ル の 関与と そ の機序 に つ い て検討 し､ ビタミ ン
K と エ ス ト ロ ゲ ン の 関係を考察した｡
実験方法
1 実験動物およ び飼育方法
実験1 ､ 2 ､ 3 とも に 日本ク レ ア より購入し たSpr agu e- Da wley系ラ ッ トを用 い た ｡
い ずれも金網ケ ー ジ で 5 - 6 匹/ケ - ジ で 飼育 し､ 市販の 固形飼料(c E2, 日本ク レア)を
自由摂取 さ せ た ｡
2 使用薬剤
ワ ル フ ァ リ ン は ワ ル フ ァ リ ン カ リウ ム原末 (エ ー ザイ) を伺 い たo こ の原末を蒸留
水 に 0.65 mgnの 割合 で溶解し､ ラ ッ ト に飲水と して所定の期間自由摂取させ た o 飲水量
と体重から計算した実験 2及び実験3 における平均ワ ル フ ァ リ ン投与量は O.1 m甚侭g体
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塞/day で あ っ た ｡ 17β- エ ス ト ラ ジ オ
ー ル(SIGM A､ No｡ 臥8 875, 蜘 ･ 56FO787)は､ まず ユ
タ ノ ー )i,で 4 mg/mlに溶解 し､ その 0.2 m 陀 ゴ マ 抽 3･8 m且で 希釈して ､ 0･5 mykg体麓 を
筋注した. こ の 投与量 は 100pgn'g体重 に相当する o 対照群 に ほ17P- エ ス トラ ジオ
- ル
の か わり に体重相当量 の ゴ マ 抽を投与した｡
3 実験ス ケ ジ ュ ー ル
実験 1 :妊娠 7日目の 雌性ラ ッ トを用 い ､ ワ ル フ ァ リ ン溶液を飲水とし て与えた｡
出生後も同濃度 の ワ ル フ ァ リ ン 溶液 で剖検時まで飼育し､ 4 ､ 9 ､ 且4週齢時 に雌雄そ れ
ぞ れ 6匹ず つ を用 い て ワ ル フ ァ リ ン の 血液凝固系 に対する影響を観察した｡
実験2 : 12週齢雌雄ラ ッ トを伺 い た｡ 雌性ラ ッ トは7群(n =6)に分けた o 1群 は そ の
まま蒸留水 で飼育 し､ 1群は ベ ン トパ ル ビタ ー )i,麻 酔下 に偽手術(sha m群)を ､ 5群は両
側性卵巣摘除術(O VX)を施すと同時に それ ぞれワ ル フ ァ リ ン溶液で飼育したo 雄性ラ ッ
ト群(n =6)は そ の ま ま ワ ル フ ァ リ ン水 で 飼育 した ｡ い ず れ の 群も ワ ル フ ァ リ ン 投与期間
を 2週 間と した. OV Xラ ッ トのうち 4欝 に ほ17β- エ ス トラ ジ オ - ル を異な る実験灸件で
投与し､ 同 一 時期に剖検を行 っ た ｡ すな わち単回投与群 は投与6､ 24､ 48時間後に ､ 連
投群は2 日 に1 臥 合計4 回投与しその最終投与48時間後 に剖検を行 っ た o
実験3 : 12週齢雄性ラ ッ トをワ ル フ ァ リ ン溶液で 8 日間飼育した後､ 17β- エ ス トラ
ジオ ー ル 100LLg佃g体重 をユ 回筋注し､ 6､ 24､ 48時間後の 血液凝固系及び血中ワ ル フ ァ
リ ン濃度を観察した｡
4 測定方法
1) 血液凝固時間の測定
ラ ッ トに ベ ン トパ ル ビタ ー ル ナト1)ウ ム(Ne mbutal⑧, ダイ ナポ ッ ト50rng/ml) を腹
腔内投与(o.2 ml他亡)して麻酔 し､ 腹部大動脈から3.13 % クエ ン 酸ナ トリ ウ ム液: 血級 -
l : 9 の 割合で採血 した｡ 3000回転10分間の 遠心に より血祭を分離し血液凝固時間を へ
パ プラ ス チ ン テ ス ト⑧ (エ ー ザイ)で 測定した｡
2) 血祭中正常プロ ト ロ ン ビ ン量 の 測定
Sbahらの 方法(66)に準じた｡ すなわち各ラ ッ トの 血祭(無処理血祭)1 mlに対し硫酸
バ リ ウ ム 400mgを加えて室温 で20分間振渡した後､ 12,000回転､ 5分間遠心して硫酸バ
リ ウ ム 吸着血祭を作製した. 各ラ ッ トの 無処理血祭 と硫酸バ リ ウ ム 吸着血費を0.1 M T ris
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緩徳駿(pH8.2)で それ ぞれ の561倍 ､ 51倍 に希釈した o こ れら の希釈血祭 o.5 mlに0.1 M
TTis緩衝液o･4 mlおよ び蛇毒(且OiJg/ru且, Ve n6rnSn ake, S‡GM A)0.1 m掩 加えて37℃七 且0
分間加 温 し ､ そ の後 3 m M 合成基(miylglycyl 心pr olyl- L- arginin 叩 - nitroa ninde a c etate ,
SⅠGM A)0･1 mlを 加え て37℃ で 反応さ せ ､ 10分後 に20 0/os odiu mdode cyis ulfate(SⅠG M A)
0.1 mlを加 えて 反応を停止 させ ､ 405nm で 比色定量 した ｡ 無処理血祭か らはp耳Ⅴ監Å-IIを
含め た総 プ ロ ト ロ ン ビ ン畳を ､ 硫酸 バ リ ウ ム 吸着血祭からはpⅠVK A- Ⅲを定量 し､ そ の 差
を正常プ ロ ト ロ ン ビ ン 豊 と して算出した｡ な お ､ 検量線 はbovineprothrombin(SIGM A)杏
伺 い て 作成した｡
3) 血祭申 ワ ル フ ァ リ ン畳の 測定
血祭申 ワ ル フ ァ リ ン はMallvaine 緩循液とア セ ト ニ トリ ル で抽出後､ 高速液体ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ - 弼P LC)に て定量 した o H P LCの 条件 は ､ カ ラ ム : Y MC- O D S(15c m x6 m m
卓), 移動棚 :ac eto nitrile :0.1 M a cetatebuffe r=55:45, 流速 : i.O mymin, 温度 :35℃, 檎
出希 : u v検出箸別wate rsLa mbda- Ma x m ode1 481, 320n m), ポン プ:島津製作所 L C-6A で
行 っ た o
5 統計解析
成績は平均値±標準誤差(SE M)で示した｡ 平均値間の有意差検定ほ ､ 2群閏の 場合ほ
studentの t 検定で ､ 多群問の場合はDun nettの多重比較検定で行 っ た ｡
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実験結果
実験1 ワル フ ァリ ン の抗凝血作周 の雌雄ラ ッ トで め比較
胎仔期よりワ ル フ ァ リ ン を投与し続けた雌雄ラ ッ トの 速 ､ 9 ､ 且4週齢時の 血祭中正
常プ ロ ト ロ ン ピ ン量 をFig.6 に ､ 血液凝固時間をFig.7 に示 した o 正 常プ ロ ト ロ ン ピ ン 魔
の 変化 は雄性ラ ッ トで ほ ､ 4 過齢 で 正常群 の 446±10m U/m且に比 して ワ ル フ ァ リ ン投与
群で は 243士27 mU/m ほ 約54% に減少した . そ の後9週齢､ 14適齢の 時点 に お い て も両
群ともほ ぼ同程度の値を示 した ｡ 一 方､ 雌性ラ ッ トで は4 週齢 で は ワ ル フ ァ リ ン投与群
で は正常群 の49% と雄性ラ ッ トと同様に明らかな低下が認められ たが ､ 9過齢 で ほ73.6
% と ワル フ ァ リ ン投与の効果は減弱し､ 14適齢 で はl且8.6% と怒りワ ル フ ァ リ ン の作問
は全く認め られなか っ た｡
ワ ル フ ァ リ ン投与群 の 血液凝 固時間はFi苫. 6 の 正常 プ ロ トロ ン ピ ン盈 と よ く対応 し
た変化 を示した. すな わち雄性ラ ッ トで ほ4 週齢 ですで に38.9 士 2.6砂 と､ 正常辞 の
32.5±0.2 妙に比 して有意孜延長が認め られ ､ 9週齢､ 14過齢 の 時点 に おレ､ て も同様に
推移したo 一 方雌性ラ ッ トで は 超過齢 に逝 い て ほ雄性 ラ ッ トと同様に ワ ル プ ア リ ン投与
群は正常群 に比して有意な血液凝固時間の 延長を認め たが､ 9週齢で ほ両群とも ほ ぼ同
じ値となり､ 14週齢時には有意差はな い もの の 正常群 の方が高儀を示した ｡
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実験2 ワル フ ァ リ ン の抗凝血作用 に対する卵巣摘除及び女性ホ ル モ ン投与の影響
2-1卵巣摘除の影響
12週齢ラ ッ トを卵巣摘険 し､ ･直後から ワ ル フ ァ リ ン溶液を自由摂取さ せ た時の 2 週
後 の 血祭中正常プロ トロ ン ビ ン量 をFig.8 に､ 血液凝固時間をFig.9 に示した｡ ワ ル フ ァ
リ ン を投与した雌性sha m群 の 正常プロ トロ ン ビ ン 量 は正常雌ラ ッ トの 値 と ほぼ 同 じ値を
示 した ｡ しか し卵巣摘除ラ ッ ト にワ ル フ ァ リ ン を投与する と正常プロ ト ロ ン ビ ン量 は
sba Ⅲl群に比 して 有意 に低下し､ ワル フ ァ リ ン投与雄性ラ ッ トの値と ほぼ同じ値を示した ｡
Fig.9 に示した血液凝固時間も､ sham 群 で は ワ ル フ ァ リ ン を投与し ても雌性正常群と の
問に有意差は認められなか っ たが､ 卵巣摘陰に より著し い 延長を示し､ ワ ル フ ァ リ ン 投
与雄性群 と ほ ぼ 同じ億を示した ｡
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2-2卵巌柄除時の ワ ル フ ァ リ ン の抗凝血作用 に対する女性ホ ル モ ン (17β- エ ス トラ ジ
浄 - ル) の 影響
Table5 に示すよう に ､ 正 常プ ロ トロ ン ビン畳 は且7P- エ ス トラ ジ舟 - ル 単回投与 に よ
り投与 6､ 24､ 48時間 と経時的な上興が観察 され た o 連投群 で は約 612mU/mltな り､
c ontTO且群と の 問に は有意差が認め られ た ｡ 血液凝固時間も同様の傾向を示 し､ 単回投与
48時間後で は有意差はな い も の の低 い 倍を示し､ ま た連投群で ほ28砂 とOV X-c o ntr o且群 に
比 して著しく低 い 侶を示した｡
Table 5 Effe cts of17β一 e Stradiol o n w a rfar加indu c ed hypoprothr o mbinemia in o varie cto mized
ずe rn al母 ratS .
tr e atm e nt
n o rm a暮 prothro mbin b8ood c oagulatio ntim e
(m U /ml) (s e e)
S ha m- ope rat8d
Ov arie cto miz ed
co ntroJ
1 7β- e stradiol tre atm e nt
6 hr after slng暮e モre atm e nt
2 ヰ hr after single tre atm ent
48 hr afte r slngle tre atm e nt
48 hr after4 tre atments
67 2 士7 2
34 3士4 4††
2 85±4 8
3 4 ±77
4 6 5±5 8
61 2±61*
2 9｡0 ±1.7
3 6.7 士2.31
4 2｡Od:3.4
4 2.5±5.i
3 1.6士1.2
28.0 ±0.ア
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実験3 ｡ 雄性ラ ッ トで の ワ ル フ ァ リ ン の 抗凝血作用 に対する女性ホ ル モ ン 投与の影響
ワ ル フ ァ リ ン投与雄性ラ ッ トに17β- エ ス ト ラ ジオ ー ル100ドgkgを 1回筋注 した時の
48時間後まで の 血液凝固時間と血中ワ ル フ ァリ ン量の 経時的変化をFig.10 に示した ｡ ワ
ル フ ァ リ ン群 の 投与前の 血液凝固時間 は 73.1 ± 13. 秒 で あ り ､ 正常雄性ラ ッ トの 値
(3 1.8 士0.4 秒)に比 して著しく延長して い た o 17P- エ ス トラ ジ オ
ー ル投与後経時的 に血液
凝固時間ほ短くなり､ 48時間後 には 4 1.1 ±2.2秒 と投与前に比 して 有意差が認められ た ｡
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しかし血中の ワ ル フ ァ リ ン量 は い ずれ の 時点も ほ ぼ 同 じ値 を示し､ 且7β- エ ス トラ ジオ -
ル 投与の 影響は認め られなか っ た ｡
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考察
ワ ル フ ァ リ ン は､ 心筋梗塞､ 脳塞栓症な どの治療及び予防を目的として臨床で広く
用 い られて い るク マ リ ン系抗凝血薬で ある ｡ 本章 で は ワ ル フ ァ リ ン の 性差と女性ホ ル モ
ン の 関与に つ い て ､ ラ ッ トに ワ ル フ ァ 1)ン溶液(o.65mgn)を飲水 と して投与する こ と に
よ り軽度の 低プロ ト ロ ン ビ ン血症を作製し検討 し た ｡ 雄性 ラ ッ ト で は 胎仔期 からo.65
mgnの ワ ル フ ァ 1) ン 溶液の投与に より4 ､ 9 ､ 14過齢 の い ずれ の 時点 にお い ても正常 プ
ロ ト ン ピ ン量 が正常ラ ッ トの 約60 % と安定した病態が作製 で きた｡ また以前 の成績 に
お い て も1.5 mgnの ワ ル フ ァ リ ン溶液を雄性 ラ ッ トに 9 日間飲水で投与する こ と により
正常 ラ ッ トの12 % と重篤 で か つ バ ラ ツ キ の少な い 低プ ロ ト ロ ン ビ ン 血症病態が作製 で
きた(65)｡ すな わ ち飲水 にワ ル フ ァリ ン を溶解して約1週間与える こ と によ り､ 実験 の
目的に応 じて安定しバ ラ ツ キの 少な い低 プ ロ トロ ン ビ ン血症病態を容易 に作製で きる こ
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と が明らにな っ た ｡
今回の 実験1 で 示し た ワ ル フ ァ リ ン の抗凍血作用は雄で は発現する が 9過齢以降o)
雌で は発現 し にく い との 成績(Fig.6)よ り､ ワ ル フ ァ リ ン の 抗凝血作用 の発現 には性差 の
あ るこ と ､ しかもそれ は成長 に伴 っ て現れ る性差で ある こ とが明らか にな っ た｡ こ れま
で に もラ ッ ト で の K欠乏飼料飼育に よ る血液凝固系 に対する件周 が雄 に比 して雌で は発
現し にくく ､ 性差が あ る と の 報告が い く つ かな さ れ て い る(57,5 8,59,60)o ワ ル フ ァ リ
ン投与時の抗凝血作周 の発現に つ い て の 今回の成績は こ れらの 報告とよく 一 致した o 性
差の 発現時期に関する報告ほ こ れ まで に はな い が ､ ラ ッ トの 性成熟 ほ1 0過齢頃から で
あ る こ と(67)を考える と ､ こ の 性差の発現時期は ラ ッ トの 成長に伴い 雌 で の エ ス トロ ゲ
ン 分泌が上昇 して く る時期 と関連して い る こ とが推察された ｡
卵巌掃除ラ ッ トで の ワ ル フ ァリ ン の 作用 は雄ラ ッ トと同程度に発現(Fig.8,9)し､ こ
の 卵泉摘除ラ ッ ト に エ ス トラ ジ オ - ル を投与す る と ワ ル フ ァ リ ン の 作 用 は消失した
(Tables)こ と ､ 雄ラ ッ トで は エ ス トラ ジ オ ー ル の 投与に よりワ ル フ ァ リ ン の 作用 が次第
に減弱した(Fig. 10)こ とか ら､ こ の 性差 には エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 関与して い る こ とが 明
らか とな っ た o こ れま で の 報告で は ､ 雄性 ラ ッ トの K欠乏飼料飼育によ る監 欠乏状態誘
発は エ ス ト ロ ゲ ン投与で ほ影響されな い こ と(57)や ､ 雄性ラ ッ トで の ワ ル フ ァ リ ン の 作
用 は エ ス トロ ゲ ン の 前投与 で は影響を受けな い こ と(68)が示され て い る が ､ それぞれ エ
ス ト ロ ゲ ン投与後の観察期間ほ6時間およ/び2 く川寺間後である｡ 今回示した雄性ラ ッ ト
で の ワ ル フ ア .)ン の抗凝血作用 に対する エ ス トラ ジ オ ー ル の 減弱作周 は ､ 投与24時間後
で は認 め られず48時間を経な い と現れ なか っ た ｡ 前述 の報告 で ほ投与後 の観察期間が短
か っ た ため にその 作用 が認め られなか っ た こ と が推察さ れ ､ 今回の 成績と矛盾するも の
で ほな い と思 わ れ る ｡
ワ ル フ ァ リ ン は ど タ ミ ン K - サイ ク ル の うち vitamin K- epo xide redu ctas e及び vitamin
K -r edu ctas eを阻害し(64)､ その 結果ビタ ミ ンK - サイ ク ル が 正常に作動しなくなりプ ロ ト
ロ ン ビ ン前駆体 の Gla化が抑制 され 正常プロ トロ ン ビ ン量 が減少する｡ エ ス トラ ジオ ー
ル 投与 に よ る ワ ル フ ァ リ ン の 抗凝血作用 の減弱は ､ OV Xラ ッ ト ､ 雄性ラ ッ ト の い ずれ
に お い て も正常プ ロ ト ロ ン ビ ン 量 が増加 しそ の結果血液凝時間 が正常化したCTable5,
Fig. 10)o しか しプ ロ ト ロ ン ビ ン の 生合成ある い は半減期 は雌雄間に差が な い(57)との 報
告 があり ､ エ ス トラ ジ オ ー ル の 影響を受けな い と考えられ る ｡ 従 っ て エ ス ,トラ ジオ ー ル
の 作用点は ビタ ミ ンKサイク ル の 正常化を介して い る こ とが推察され ､ その 作用機序と
し て は1)ワ ル フ ァ リ ン の 吸収 ､ 代謝､ 排壮 に影響を与える ､ 2)ワ ル フ ァ リ ン 作用部位 に
直接括抗するr ､ 3)ビタ ミ ン K の吸収 ､ 代謝あ る い は排壮に影響を与えて 血 中 ビタ ミ ンK
量を高める こ と ､ な どが考られ る ｡ ワ ル フ ァリ ン の 吸収 ､ 代謝に対する作用 に関して は ､
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Fig. 10 に示 した様に雄ラ ッ ト で の ワ ル フ ァ リ ン に よ る抗凝血作周は且7節- エ ス トラ ジ オ -
ル の投与に より減弱する にもかか わ らず､ 血中ワ ル フ ァ リ ン慶 は全く変化しな い こ と よ
り ､ エ ス トラ ジ オ ー ル はワ ル フ ァ リ ン の 吸収や代謝､ 排他 に影響を尊えな い と考えられ
る o また ､ 17β- エ ス トラ ジ オ ー ルは投与24時間で は改尊効果を示さず､ 48時間後ある い
ほ連投4 8時間後 に そ の 効果が認 め られ て お り ､ そ の伶 周発現 に時間を愛したcTable5,
Fig. 10)が､ ビタ ミ ン 馴ま0.01 mg推g(po)と い う非常 に少量から ワ ル フ ァ リ ン に よ る低プ
ロ ト ロ ン ビ ン血症を投与後2時間で速やか に改草する こ とを認め て い る(65)｡ こ の エ ス
トラ ジ オ ー ル と ビタ ミ ン K の 作周発現時間 の差ほ ､ エ ス トラ ジ オ - )i,が ビタ ミ ン Kの 代
わり に働く可能性すなわち ワ ル フ ァ リ ン の 作周部位 に措抗的に作周する可能性や Gla化
反応 に直接関与して い る可能性も低い こ とを示して い る Q 5oilyち は エ ス トラ ジ オ - ル が
ビタ ミ ンKlの 腸管から の吸収を商め る こ と(69)を報告して い る ｡ 著者らは今回血中あ る
い は肝中 ビ タミ ンK量 の定登 ほ行 わなか っLたが ､ 体内 の ビタ ミ ン 監魔が増加 しワ ル フ ァ
L
リ ン 作用 の 減弱に つ な が っ た もの と考える の が安当で あり､ エ ス ト ラ ジ オ - ]t' が ビタ ミ
ンK の吸収 ､ , 代謝 ､ 排壮 に影響を与え た の で あろう と堆察した o
骨申 に存在するGla含有蛋白質で あ る オ ス テ オ カ ル シ ンが生食成される際 のGla 他 に
ビタミ ン K が関与して い る こ と(10)は先 に述 べ た｡ 敢近 ､ 高齢女性で は年齢の増加 に伴
い 血中非Glaオス テ オ カ ル シ ンが増加して い る こ と(70)や ､ ビタミ ン Kを投与すると こ れ
らの非Glaオ ス テ オ カ ル シ ン 量 は減少する こ と(23,7 1)が報告されたo 閉経後骨髄軽症 で
骨折を伴う患者で は 血中 ビタ ミ ン K濃度が低 い と の 報取且9, 20,21, 22)も多く ､ こ れ ら
を合わ せ て 考え る と高齢女性 で は ビタ ミ ン 監不足 が起 こ っ て お り､ ぞ の結果骨髄軽症が
増悪され て い る ことが考えられ る o ワ ル フ ァ リ ン 投与に よ る低プ ロ トロ ン ビ ン血症 の 発
症 に雄雄差がありその 原因に エ ス トロ ゲ ン が関与して い る こ と を示した今何の成凍は､
閉経 に よ る エ ス ト ロ ゲ ン の 枯渇が血中 ビタ ミ ン K の低下をもたらし､ そ の こ とが骨髄寮
症にお ける骨董減少を加速させ る可能性を示唆して い る とと もに ､ 閉経後骨髄潜痘 の 治
療 における ビタ ミ ン K投与の重要性を推察 さ せ る Q
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第3車 骨黄白質移植によ る骨形成に対サる ワ ル フ ァ リ ン の影響
骨申に存在するGla含有蛋白質には ､ オ ス テ オカ ル シ ン及び マ トリ ッ ク ス Glaタ ン パ
ク(MOP)(72)がある ｡ オ ス テ オ カ ル シ ン は 1分子中にG且a 3残基を含み ､ 骨 の 給費自質
の約 1 %を古め ､ 非 コ ラ ⊥ ゲ ン性蛋白質の約 20% を畠め る こ とが報告され ており(73)､
ギ観 で抽出され る特長を持 つ ｡ また ､ そ のGla化 に どタ ミ ン Kが必須の役割を果た し て
い る o オス テ オ カル シ ン の骨代謝 に 掛ナる役割 に つ い て は､ ニ ワ トリ艦を周 い た実験で ､
骨形成 の 進行に伴 っ て 骨中Gla の 増加する こ とが報告(74)さ れ て い る 一 方 ､ ラ ッ トに 出
生直後か ら 2 カ月間ワ ル フ ァ リ ン を投与し て骨中Gla を正常の2 % 以下 に抑制しても骨
の性状 には変化 が認め られな い(75)な どの 報告もあり ､ 一 定 の見解を得て い な い o
Reddiらが報告して い る脱灰骨粉移植実験系(76)で ほ ､ 手足な どの 畏管骨の 骨イヒ過程 で
ある内軟骨性骨化 の 過程を短期間で観察で き る｡ 脱灰骨粉 はカ ル シ ウ ム ､ ギ酸抽出性
Glaが含ま れ て い な い の で ､ その分析 で骨化過程で の カ ル シ ウ ム の 変化も三村する G la タ
ン パ ク の役割を検討する の に適して い る ｡ 本革で ほ こ の糸 にお い て ワ ル フ ァ リ ン投与 に
ょ り非Gla オ ス テ オ カ ル シ ン の Gla化が抑制された際に骨形成がどの ように影響され る か
を検討した｡
実験方法
1 実験材料
脱灰骨粉 の 調整はReddiら の 方法(76)に準 じた ｡ すな わ ち ､ 体重500g 前後 の
spragu e- Da wley系雄性ラ ッ トを用 い ､ 長管骨を取り出し沈静､ 乾燥 して破砕し､ 74-420
m m の 一 定メ ッ シ ュ の も の を取り､ 0.5 N塩酸で 3時間脱灰後､ 蒸留水､ エ タ ノ
ー ル ､ エ ー
テ ル で 沈静して脱択骨粉を得た ｡ ワ ル フ ァ リン は ワ ル フ ァ リ ンカ リ ウ ム原末 (エ ー ザイ)
を ､ ビタ ミ ンK2 はメ ナテ ト レ ノ ン (エ ー ザイ) を用 い た ｡
2 移植実験
6週齢のSprague-Dawiey系敵性ラ ッ ト を ペ ン T'ヾ ル ビタ
ー ル によ り麻酔し､ 脱灰
骨粉約 30mgず つ を左右胸部皮下 に植え込 み ､ 移植o日日 と した ｡ こ の 移樽した ラ ッ ト
を対照群 とワ ル フ ァ リ ン 群 に分け､ 対照群 に は 生理食塩水(s. c.) と5 % アラビア ゴ ム
(p. o .)を ､ ワ ル フ ァ リ ン群 に は ワ ル フ ァ リ ン 70mgfkg(s･c ･) と メ ナチ ト レ ノ ン 10mgAEg
(p. o .)を､ 移植翌 日か ら それ ぞれ 1日1 回連続投与 した o ワ ル フ ァ リ ン と メ ナ テ ト レ ノ
ン の 投与量 は ､ Pric eらが ラ ッ ト骨中の Gla量 を正常 の釣2 % に抑え たと報告(75)して い
23
る際の 用 量 を用 い た ｡ 移植後 7､ 10､ 14七 1凱 26､ 35日日 に ､ そ れ ぞれ対照群 4､ 5､ 5､
5､ 5､ 5匹､ ワ ル フ ァ リ ン群 6､ 6､ 5､ 5､ 5､ 7匹 の左右胸部皮下から骨 ペ レ ッ トを嫡出
した o 左 ペ レ ッ トで は半分ず つ をア ル か) ホ ス フ ァ タ - ゼ (Al-p滞性の測定と組織学的
評価に用 い ､ 右 ペ レ ッ トで は 半分ずつ を カ ル シ ウ ム 及び Gla魔 の 測定 に伺 い で ､ 骨形成
の程度を観察した ｡
3 測定方法
左 ペ レ ッ トは半分を 0 ℃ の3 m M 炭酸水素ナトリ ウ ム /0.且5 M 塩化 ナトリ ウ ム で
ホ モ ゲナイ ズ し､ 10,000rpm , 15分間冷却遠心した上清を ､ Al-p活性測定 に供した｡ カ
ル シ ウ ム の 測定 に は カ ル シ ウ ム カ ウ ン タ - (平沼産業 ､ cA-202) を伺 い ､ Al-p 活性ほ
K ind- K ing法 (ア ル カ リ性ホ ス フ ァ K - テ ス ト ワ コ - ､ 和光純弗) で測定し た ｡ 右 ペ レ ッ
トは蒸留水を加えて ホ モ ゲナイ ズ し､ 水 と ア セ トン で そ れぞ れ数回洗 い 乾燥させ た後､
重量 を測定したo こ のう ち - 部を精秤 して ､ 10 %ギ駿 で 4℃ ,且8時間凝激し､ 12,00 0
rpm , 5分間冷却遠心して上清 の - 部を カ ル シ ウ ム の 測定に用 い た o さらに 上滴 の残りを
凍結乾燥し､ 2.5N 水酸化カ リ ウ ム で1ユ0℃ ､ 且6時間加水分解し､ そ の 上滴を過塩素酸で
pH9-10に調整して ､ Gla の 測定サ ン プル と したo Gla の測定 は桑田らの方法(77)に従 い ､
上述の 調整試料をオ ル トフ 夕 ル ア ル デ ヒ ド で プ レラ ベ ル した後 ､ 高速液体ク ロ マ トグ ラ
フィ ー に て測定 した｡ 条件は､ カ ラ ム : Nu cle osii5 S B,4.6 Ⅹ100m m､ ス テ ン レス カ ラ ム ､
移動相:o.15 M ク エ ン酸緩衝液(pH5.8)､ 流速:1.5 mymin､ カ ラ ム 温度: 47℃､ 検出容 :
蛍光検出器､ 日立F-1000,苫Ⅹ334n m, Em 440n m と した.
4 親織標本
左 ペ レ ッ トの 半分を10 %中性ホ ル マ リ ン で 固定後､ パ ラ フ ィ ン包埋 して薄切片を
作製し､ ア ル シ ア ン青+ ヘ マ トキ シ リ ン ー エ オ ジ ン 重漁色した｡ こ の 組織標本 を､ 顕微
鏡下 に械推芽細胞､ 軟骨細胞､ 骨細胞､ 骨髄の 出現額度をそれぞれ ､ 0 :全く出現を認
め な い ､ 1 : わ ずか に出残する ､ 2 : 軽度に散在性に認め ら れる ､ 3 :著明に広範囲 に
認め られる ､ の 4段階に分けて ブライ ン ドで経時的に変化を観察した0
5 絞計解析
成績は平均値 ±標準誤差(s.E. M .) で表わ し､ 有意差検定 はStude nt のt検定 で行 っ た ｡
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寛験結果
1 骨 ペ レ ッ ト申の ア ル か) ホ ス フ ァ ダ ー ゼ 活性
対照群の ペ レ ッ ト申 の 戯 -p 活性 は訂ig. 1且に示すよう に ､ 移植後 14日目まで急速 に
上昇し､ その後徐々 に低下 した｡ ワ ル フ ァ リ ン群で は ､ 19日日 に急激に低下をするも の
の ､ 移埴後の経時的変化 は ､ 対照群 とワ ル フ ァ リ ン群 と の 間 に差は認 め られなか っ た｡
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2 骨 ペ レ ッ ト申のy- *)レポ キ シ グル タ ミ ン酸
骨 ペ レ ッ ト申のGla量の 変化をFig. 12に示した ｡ 7日日の値 で も示 さ れて い る よう に ､
移植 に伺 い た脱灰骨粉そ の も の に は岱1a は ほと ん ど食ま れ て V噌 い o 射照群 の Gl鼠 盈 は
移植後経時的に上昇し､ 移植 35日日に は臥3如 m o且e の 儀 で あ っ たo しか し ワ ル フ ァ リ ン
群で は､ こ の 上昇 が移植後初期から著しく抑制され ､ 35日田で も2.且9n m o且昏 にと どまり､
対照群の約 1/4 の値であ っ た(p<0.01)0
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3 骨 ペ レ ッ ト中の カ ル シ ウ ム量
骨ペ レ ッ ト中 の カ ル シ ウ ム量 をFig.13 に示 した. 移植後初期 にほ ペ レ ッ ト中 にカ ル
シ ウ ム は ほ とん ど含まれ て おらず､ 対照群 で は移植後 10日目以降から上昇を開始し､
35日日ま で は ほ ぼ直線的に増加した｡ ワ ル フ ァ リ ン群で は ､ 10日日以降の増加 が対照群
に比
.
して増強され､ 26日目 に ほ対照群 の約 2倍 の蓄積が観察された(p<0.05).
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4 組織学的検索
繊維芽細胞､ 軟骨細胞､ 骨細胞､ 骨髄 の 出現頻度を指標 と して ､ 骨 ペ レ ッ トの 骨
化過程 の組織学的変化を観察し､ 移植後 7､ 14､ 19､ 35日目にお ける対照群の典型的な
組織像をFig. 14に示した｡ 対照群で は ､ 移植後7 日目で 繊維芽細胞の広範な分布､ 10日
目 で は著明な軟骨細胞 の出現､ 14日日で骨細胞 の出現､ 19日日 で は骨細胞がさら に多く
なり赤血球､ 白血球をなか に含む骨髄腫の 出現､ 26､ 35日目に は骨髄がより明瞭 になり
骨の再構築像が認め られ た｡
こ のう ち ､ 骨髄像 の出現に対する ワ ル フ ァ リ ン の 影響 を Fig. 15に示 した ｡ 骨髄の
出現頻度を 0 か ら3 にわ け両群 の平均値を経時的に示すと､ 移植後 14日目 ま で は ､ 対
照群お よ びワ ル フ ァ リ ン群 とも に骨髄の出現 が ほ とん ど認め られな い ｡ 対照群 で は ､ 19
日目か ら急に骨髄の出現頻度は高くなり､ 26 日日 で ほ ぼ全視野 に認め られ る よう にな っ
た ｡ ワ ル フ ァ リ ン群 で は ､ 19日目 の 骨髄の出現頻度が対照群 に比 べ て 低か っ た が ､ 26､
35日目 に は対照群 と ほ ぼ同様な出現瀕度の 組織像を示した｡ 他 の観察項目は ､ 両群とも
にほ ぼ同様 に推移し､ 両群間の差は認め られなか っ た ｡
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考察
脱灰骨粉 をラ ッ ト胸部皮下 に移植する と､ その 移植骨粉内に組織学的に軟骨細胞､
骨細胞､ 骨髄の 出現と い う内軟骨性骨形成が惹起 され ､ その 骨形成 に伴 っ て A トp活性も
変動する こ とが ､ Reddiら により報告されて い る(76)｡ 本章 で示 した成績で も ､ 対照群
で の 組織学的変化およ びAl-p活性 の経日的変化は､ こ のReddiらの 報告と
- 敦した.
オ ス テ オ カ ル シ ン は ､ 骨 中の ビタ ミ ンK依存性 カ ル ポキ シラ ー ゼ の 作用で そ の 非
Gla オス テ オ カ ル シ ン のGlu残基がGla化されて生成する(78)0 Ea u s chkaらは ､ ニ ワ ト1)膝
に お い て ､ 骨中G laは貯卵後 8日目 の骨化開始時期 に出現 し､ 骨形成の進行 に伴 っ て その
畳 も急激 に増加する こ と を報告 しており(74)､ また 同様の 実験系 で ､ 骨 の 形成 と骨中及
び血中 オ ス テ オ カ ル シ ン量が パ ラ レ ル に変化する こ とも報告され て い る(79)｡ オ ス テ オ
カ ル シ ン のGla化に対する どタミ ンK の 必要性に つ い て は ､ こ れまで に干 ワ トリ ヒ ナを ど
タ ミ ンK欠乏飼料ある い は ジ ク マ ロ ー ル投与で飼育する と骨中Gla含有量 は低下する こ と
(80)､ また ウ サ ギ に100日間 ワル フ ァ リ ン を投与す る と経日的 に骨中のGla含有量 は低下
する(81)､ あ る い は出生直後か ら ワ ル フ ァ リ ン を投与 した ラ ッ トで ほ ､ 投与開始 2週間
です で に骨中B G pは正常 の2 % 以下 に低下する(75)などが報告されて い る ｡ 今回採用 し
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た実験系 に お い て ワ ル フ ァ リ ン を投与･した時の Glaと カ ル シ ウ ム の 増加 の関係を観察す
る こ と に より骨代謝 にお ける オ ス テ オカ ル シ ン の 関与を明らか に した い と考えたo 対照
群 で は骨ペ レ ッ ト中 の カ ル シ ウ ム の増加時期とGlaの 増加時期ほ､ 非常 に よ く
- 致 し ､
しかも移植後 35日目ま で ほ ぼ直線的 に増加 した ｡ 一 方 ､ ワ)I,フ ァ 1)ン 投与に よ る骨 ペ
レ ッ トで の Glaの 増加は ､ 対照群よ りもか な り低く35日日 で も対照群の26 %程度 の 上昇
しか示さ なか っ た が ､ 骨中の カ ル シ ル ム 量 は逆 に対照群 に比 して 増加したo Pric eらは ､
ラ ッ トに ワ ル フ ァ リ ン を8 カ 月間投与し骨中B G Pを正常の2% 以下 に低下させ る と正常
動物 で は観察されな い 骨端線閉鎖が引き起 こ さ れ ､ 骨端部の過剰な石灰化が観察された
こ とを報告(82)し て お り ､ ま た 臨床でも ､ ワ ル フ ァ リ ン投与妊婦から生 まれ た新生児に
お い て 骨形成不全 や ､ 骨端軟骨板 で の 異常石灰化が報告 され て い る(16,1 7, 18)o 今 回 ワ
ル フ ァ リ ン 群 で 見ら れ た ペ レ ッ ト中Gla量 の 増加 は抑制されなが らカ ル シ ウ ム増加が先
進した成績 は こ れらの 報告と矛盾しなか っ た ｡
ua nら は(83)著者と同 じ実験系 にお い て ､ オス テ オ カ ル シ ン お よ びGlaを食 まな い 骨
粉 の移植 は正常骨粉の移植 に比 して ､ 骨吸収が抑制され､ 骨粉周辺の多核細胞 の数も明
らか に減少した実験成績を得 て お り､ オ ス テ オ カ ル シ ン が骨吸収 に必要なpr oge nito rcel
の 供給と分化を引き起 こす因子 と して作用する の で はな い か と推察して い る ｡ 本革で の
実験成績 にお い て も､ ワ ル フ ァ リ ン 群で は骨形成の 速度は対照群 と 同程度 で あ っ て も 骨
吸収が抑制さ れ て い る た め そ の結果 と し て ､ カ ル シ ウ ム の 増加が よ り冗逸した可能性も
ある ｡
Gla化を抑制した とき に起 こ る カ ル シ ウ ム の 増加が骨 の形成 に どの ような影響を与
えるか に つ い て は ､ 骨端線閉鎖な どの異常(82,84)や ､ 骨リ モ デリ ン グの 異常(85)那報告
さ れ て い る ｡ し かし､ 今回の 成績 で は ､ 組織学的検索 で ワ ル フ ァ リ ン 群で19 日目の骨
髄形成 に抑制が観察さ れ た が ､ その 後の 骨髄形成 に は対照群 と の 間に差 は なく ､ ま た他
の パ ラ メ ー タ で も対照群 と差 は認 めなか っ た o 従 っ て骨形成 の 過程は正常と思 わ れ る .
骨の 形成は ､ 骨芽細胞 よ り分泌 さ れ た骨基質申に リ ン酸 カ ル シ ウ ム が沈着し､ 敦終的 に
は ハ イ ドロ キ シア パ タイ トの 結晶が形成され て い く過程 である. in vitroの 実験系で は ､
ハ イ ドロ キ シ ア パ タイ トの 結晶化 に対しオ ス テ オ カ ル シ ン は抑制的に作用する こ と(86,
87)､ ま た非Gla オ ス テ オカ ル シ ン で は こ の 作用 の な い こ と(86)が報告 さ れ て い る ｡ さ ら
にGla化 さ れたオ ス テ オ カ ル シ ン の みが ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ トに結合する 報告(12)､
お よ び今回 の我々 の 実験結果な どを併せ て 考える と ､ 骨の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の 結晶化 の
段階で ､ オス テ オ カ ル シ ン が骨塩 に結合 し結晶化を抑制的に調節して い る こ とも推察さ
れ る ｡ すな わち オス テオ カ ル シ ン は単 に リ ン酸 カ ル シ ウ ム の 沈着を促進する の では なく ､
骨形成 と骨吸収め バ ラ ン ス に関与して い る こ と が推察さ れ た ｡
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第4章 器官培養系における骨吸収に対するメ ナテ ト レノ ン の作問
骨は 一 見変化の な い 組織 に見える が ､ 非常 に代謝の速 い 組織 である. そ･ の 骨の量 は
カ ル シ ウ ム が溶け出す骨吸収と ､ 骨にカ ル シ ウ ム が取り込まれ る骨形成との バ ラ ン ス で
決まり､ 骨吸収 と骨形成 との サイク ル は健常成人 で は約13週間前後の周期で繰り返 さ
れる と言わ れ て い る ｡ 骨吸収が骨形成を上回る と骨の 量 は減少する｡ メ ナチ ト レ ノ ン に
骨登城少抑制作用 が あ る こ と は前章まで に述 べ た が ､ そ の作用発現 が骨吸収の抑制､ 骨
形成 の促進､ ある い は その両方の いずれ によ っ て い るの か は ､ 未だ明かに な っ て い な い ｡
本草で は､ まず骨吸収に対する作用 を検討した. すなわち マ ウス預頂骨 で の 器官培養系
に よ る骨吸収悟性測定法を確立 し､ メ ナテ ト レノ ン の作用を検討した｡
実験方法
1 実験材料
培養液として ､ フ ェ ノ ー ル レ ッ ドを含まな い Fitto n-Ja cks on m odific atio nBGJb(極東
製薬) を周 い た ｡ ウ シ血清ア ル ブミ ン(B S A)､ 副腎皮質ホ ル モ ン(P T H, トリタ ロ ル酢酸
(TCA)抽出粉末, 60LigP T H含有rrcÅ粉末 mg)､ プロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2(P G E2)ほ シ グ
マ よ り購入 した ｡ ペ ニ シリ ン (100,00単位/バイ ア ル) は明治製菓､ リ コ ン ビナ ン ト ヒ
トイ ン タ - ロ イ キ ン1α(臥 -1α, 50,0 0単位/ml)はゲ ンザ イ ム社か らそれ ぞれ購入した ｡
また1,25- ジ ヒ ド ロ キ シ ビタ ミ ンD3(1,25(OH)2D3)ほ エ タ ノ
ー ル に溶解した10･4M 溶液 を
帝人より入手した｡
2 器官培養系
4日齢ま た ほ5日齢 のICR系 マ ウ ス (日本ク レ ア) を用 い た ｡ 頭頂骨を無菌的に摘出
し､ 矢状縫合 に沿 っ て 左右に分け､ それ ぞれ 一 定面積を切り出した. 培養液と して は
o.1 % B S Å､ 100 U/mlペ ニ シリ ン含有B GJbを用 い た ｡ 各頭頂骨を培養液1m且の 中 に入 れ37
℃ ､ 5%C O2-95 %空気 に設定したC O2イ ン キ エ ペ 一 夕 - の 中で6時間前培養した｡ 6時間後
にPT H､ 1,25(OH)2D3､ PGE2､ 臥 -1(xとメ ナテ ト レノ ン を添加した培養液1･5 mlを入れ て
ス テ ン レス メ ッ シ ュ を敷 い たシ ャ ー レ に頭頂骨を移して168時間培養した ｡ i,25(OH)2D3､
pGE2､ メ ナテ ト レ ノ ン は エ タノ ー ル で溶解 し､ 臥 -1α は0.1% BSA含有BGJbで溶解した｡
ま たp T Hは0.1 %BSA含有0.1 N酢酸で溶解した ｡ 培養液中の最終 エ タ ノ ー ル濃度は0.3 %
と した｡ 培養液は培養96時間後に交換 した｡
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3 測定方法
骨吸収活性の指標 と して ､ 培養96時間後 の培養液中カ ル シ ウ ム ､ ハ イ ドロ 卑 シ プ
t3
1) ン と培養168時間後の 頭頂骨中カ ル シ ウ ム ､ ハ イ ドロ キシ プ ロ
1) ン を測愛したo 堵餐
液中 カ ル シウ ム は市販の カ ル シウ ム測定キ ッ ト (和光純発) を 馴
､て測恋したo 堵薬液
ぉ よび頭頂骨中 の ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン は ､ そ れぞれ6N塩酸で130℃ ､ 3時間加水分解
した後 にK ivirikko らの 方法(88)に よ り測定した o 頭頂骨申カ ル シ ウ ム の 測盤 にも同じ加
水分解液を用 い た ｡ 培養液中pGE2の 測定に は エ ンザ イ ム イ ム ノ ア ツ セイ摺キ ッ ト (カ
イ マ ン社) を 馴 ､た ｡ 培養液中乳酸脱水素酵素 (LiDH) 活性の測掛 こは市販 卑 ッ ト (初
光純薬) を用 い た ｡
4 統計解析
成績 は平均値±標準誤差 (s.A. M .) で表示したo 有意差検定はDu n n etもの 多塞比較に
て行 っ た ｡
実験 1 器官培養系 にお け る骨吸収活性 の評価法 の確立
界官培養系 にお ける骨吸収活性の評価法と して は ､ あらか じめ45Caで ラ ベ ル した骨
を摘出して培養し､ 培養液中 に遊離さ れ て くる4 5Caの 量を測定する方法が - 般的である
(89)o しか しこ の 方法で ほ実験場所が 限定さ れ ､ 取り扱 い が煩雑 である o 寛験 まで は ま
ずアイ ソ ト ー プを用 い な い で 骨吸収活性を測定 で きる系 に つ い て検討した o また恐｡ -1a
によ り誘導され る骨吸収 はPGE2の 産 生を介して二次的に起 こ る こ と が こ れま で に報告
され て い る(90, 91,92)｡ そ こ で今回用 い た骨吸収惹起物質の反応がpGE2藤生 を介して い
るか どう かを明ら か にする ため に ､ P G E2産生を 阻害する物質である イ ン ドメ タ シ ン の
骨吸収に対する影響を検討した ｡
実験方法
骨吸収惹起物質と してPGE2, 1,25(OH)2D3,Ⅰし1(xお よ びp TH を用 い ､ それぞれ種々
の 濃度 に調整して添加した培養液で168時間培養したo 96時間後に培養液 の交換を行な っ
た . 骨申成分で ある カ ル シ ウ ム と ハ イ ドロ キ シ プロ リ ン の 変化を骨吸収 の指標 と し､ 96
時間後の培養液中の カ ル シウ ム と ハ イ ドロ キ シ プロ リ ン ､ およ び168時間後の頭頂骨中
の カ ル シ ウ ム と ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン 量 を それぞれ測定した ｡ ま たpGE2(3Ⅹ 10-7 M),
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且,芝5(0 調)2馳 (胤0一旦O M), 臥 一息伐(3 U/m且)またほ m (3Ⅹ且0-7 M)とイ ン ドメ タ シ ン(10･7,10･6
M)毅 郎如こ添加して堵聾し､ こ れ らの 骨吸収に対するイ ン ドメ タ シ ン の影響も観察し
た ｡ さら に濫'n-畳鋭 を添加して堵饗した96時間後の培養液中和 瓦2慶を同時に測定したo
寛験結果
= 弼 既望添加堵登時の培養液およ び戟頂骨中 の カ)レシ ウ ム と ハ イ ドロ キ シプ ロ リ ン
魔の資偲
静嘗堵尊顔に穫碕 の漁魔 の野岱毘2を漆加し て培養した96時間後の培養液中およ び16S
時間後の績濁骨申 の カ ル シ ウ ム ､ ハ イ ドロ 卑シ プロ リ ン魔の変イヒを Fig.16 に示した o 添
加 した野G濫2の 膿庶 (護0-8､ 且0･?､ 且0･6 M) に依存して増車液中カ ル シ ウ ム ､ ハ イ ドロ キ
シ プロ リ ン盈 は とも に増加 し､ 瀞頂骨申の魔 は い ずれも減少したo PGE210-6 M添加群
で ほ､ 堵餐液中カ]t, シ ウ ム ､ ハ イ ド ロ 卑 シ プロ リ ン の 非添加群(Ⅰnta cも群)に対す る増加
率はゃれぞれ156 i:8 %､ 202 士丑4 %となり ､ ま た餅潤骨申で は それぞ れ79士4 %､ 85土3
馴こ減少したo す なわち ､ 弼3鼠2 に より増加した培尊液中 の カ ル シ ウム ､ ハ イ ドロ キ シ
プ ロ リ ン 盈は餅濁骨申の帝指標の減少で示され る骨吸収の聴庶 に良く対応した｡
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1-2 種々 の 骨吸収惹起物質の用量作周関係
種 々 の 骨吸収惹起物質の 周畳 と骨吸収作周 との 関係 に つ い て 培発96時間後の堵餐液
中カ ル シ ウ ム 量 の 変化を指標 と して Fig.17に示 した ｡ m 加 の0.1L､ 1､ iO､ 100 U/m丑(6
冗lo-1 4､ 6Ⅹ 10-13､ 6 xlO-12､ 6 Ⅹ10
-1 1M に相当) の添加 により堵餐液F軒カ ル シ ウ ム ほ有
意に用 量依存的に増加し､ 1,25(O H)2D3 (1･0-10､ 10-9､ 10-8､ 10
-7 ”) で は且0朋 M 以上 ､
pGE2 (10-9､ 10-8､ 10-7､ 10-6 M) で は10-8 M 以 上か ら ､ ま たp TH (3 Ⅹ 10-鳥､ 且0-7､ 3 Ⅹ
10-7 M) で は3Ⅹ10-7 M で それ ぞれ培養液中カ ル シ ウ ム 畳の 増加を認め たo
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n s e c ur v e of inte rle ukinl- α , 1,25(0‡i)2D3, PGE2 a nd P T 照一 indu c ed
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c onc e n tr aion(M)of 礼-1伐 W a S C alc ulated fr o mthe spe cific a cdvity(108 u/mg). Ea chpoinも and
bar r epr es e ntthe m e an±S.E. M . ofsixtote n c alv aria e.
ト3 各惹起物質によ る骨吸収 に対するイ ン ドメ タ シ ン の 影響
惹起物質に よ る骨吸収作用 が P GE2産生を介して 二次的に起 こ っ て い る の か どうか
を明らか にする た め に､ 惹起物質によ る骨吸収 に対するイ ン ドメ タ シ ン の 影響を検討 し
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た o F呈g･柑 に 示すよう にm -1如こ よ る カ ル シ ウ ム 濃 の増加はイ ン ドメ タ シ ン10-7 M の 同
時漆加 に より著しく抑制され､ イ ン ドメ タジン10-6 M群で は ほ ぼ完全 に阻害された｡
1,25(0‡環)芝田3に よ る骨吸収 に対して もイ ン ドメ タ シ ン はわ ずかな抑制 で あ っ た が､ そ の
変化 に は有意差があ っ た o pGE2､
を尊えなか っ た ｡
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ト4 m-1α によ る骨吸収時の培養液中pGE2量
m -1α によ る骨吸収作周 にPGE2の 関与する こ とが 示唆さ れ た(Fig. 18)の で ､ 臥 -1α に
よる骨吸収時の 培養液中pGE2濃度を測定した (Fig. 19) o 臥 -1αは用 量依存的にPGE2
産虫を増加させ ､ しかも こ のP G E2の 増加は培養液中カ ル シウ ム 量 の 増加と よ く対応 し
た変化 であ っ た ｡
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実験2 骨吸収に対する メ ナ テ トレ ノ ン の 作用
実験 1より､ 培養液中の カ ル シ ウ ム は骨吸収活性を測定する 良い 指標とな る こ と ､
また種々 の 骨吸収惹起物質のうち 臥 -1α によ る 骨吸収ほpGE2 の 産生 を介して い る こ と
が明らか にな っ た｡ 実験 2 で は､ こ れらの 惹起物質に対するメ ナチ トレ ノ ン の効果 に つ
い て検討したo またpGE2 の 産生 に対するメ ナテ ト レノ ン の作馴 こつ い ても検討したo
実験方法 ■
骨吸収惹起物質の濃度 と して ､ 実験 1の 結果をも とに m -1α は2 U/m且､ 1,25(OH)2D 3
は10- 1 0M ､ P G E2 は10-7 M ､ そ してP T Hは3Ⅹ 10-7 M を用 い た ｡ また ､ メ ナテ トレ ノ ン は3
米 lo-6､ 10
-5
､ 3 Ⅹ10-5 M の三周量 を用 い た ｡ 各惹起物質とメ ナチ ト レノ ン を添加し､ 168
時間培養したo 培養液中 の カ ル シ ウ ム ､ ハ イ ド ロ キ シ
､
プロ リ ン の 変化およ び 和 E2畳 の
変イヒは ､ 96時間後の培養液を用 い て ､ また骨申の こ れ らの 変化 に つ い て は培養168時間
後 の頭頂骨を用 い て そ れ ぞれ測定した ｡
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実験結果
2-且. 臥 -旦既 に よる骨吸収に対する メ ナチ トレ ノ ン の 効果
濫虹-l耽(芝 U/ml)の 添加 に より､ 培養96時間後の 培養液中カ ル シウ ム 慶 は臥 -1α非添加
癖の且45士4 馴 ニ増加 し､ 頭頂骨申カ ル シウ ム 慶は遭に m - 鵬巨添加群 の68士4 % 8こ減少
した o メ ナチ ト レ ノ ン(3xlO-6､ 10-5､ S誌lo-5 M)の 同時添加に より ､ 培養液中カ ル シ ウ
ム濃 の増加及び頭頂骨申カ ル シ ウ ム 濃 の 減少 ほ用意依存的に抑制されたo メ ナチ トレ ノ
ン3x10-5 M 株加群で は有意な抑制が認め られ た(Fig.20左図)o 臥 -1α に よる培養液中及
び頭頂骨申 ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン魔の 変化も カ ル シ ウ ム魔の 変化と同様であり ､ こ れ ら
の 変イt:8まメ ナチ ト レ ノ ン 添加 により堵薬液申 で は3Ⅹ 10-5 M で､ また餅頂骨申で は3 x
10-6Mか ら有意 に抑制された(Fig. 20右図)0
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Fig.望O Effe ctofm e n atetreno n e o n伽 cha nge sin m ediu m andc alv a rialc alciu m(left)and
hydr o xypr oline(Tight)in血ced by 臥 -1α (2 U/ml). Calvariae w e re c ultu redfoT168 b･r. Media
w e re cha ngedat96hr. Calciu m a nd hydTO XyPr Olin8in 也e m edia w ere m e as ured at96 hr andtho s e
in c alv a ria e at168hr. Ea chpo inta nd bar T ePr eS e nもthe m ea n士S.E. M . ofsix 切 eightcalv ariae.
*P<0.05, * *P<0.01 c o mpa 陀d with c o ntrol v alu e obtained from 血e m edium a nd calv ada with
IL-1収 alo n e.
2-2 m-1α に よる 骨吸収 に対する メ ナテ トレ ノ ン抑制作用時の培養液中pGE2量の
変化
m -1耽 の 骨吸収に対する メ ナチ ト レ ノ ン の抑制作用がPGE2産生 の抑制を介して い る
か どうかを検討する た め に ､ こ の 時 の培養液中pGE2畳 を測定した (Fig.21) o m 加 2
U/mi添加群 の 培養液中p G E2畳 はm -1α 非添加群 の4.8 倍で あ っ た o 3 Ⅹ 10-6､ 10-5､ 3 Ⅹ
1015 Mの メ ナテ ト レ ノ ン を同時に添加する と ､ 96時間後の培養液中pGE2量はメ ナチ ト レ
ノ ン の 濃度 に依存して有意に減少した ｡
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Fig･2 1 Effe ct of m ena tetre n o n e o nthein c re ase sinP G E2 a nd c al血 m im 触 m cd豆u mby 2
u/mlof 臥 -1α , fr o mthe e xpedm e ntdes c ribedin Fig. 20. M ediu m c alciu mis e又PT eSSed as
per c e ntage ofthe v alu e obtain ed fr om die m ediu m wi 加u宅 addido n of 臥
-且ot汲宅96 hT･ 馳 ㌫hv a呈u e
r 8Pre S e ntS the m e a n士 S･ E･ M ･ ofsixto eight calv aria e･
**P<0･01c o mpared w 地 co ntTOlv alu ¢
obtain edfr o m血e m ediu m with 臥-1α alo n e.
2-3 1,25(O H)2D3によ る骨吸収 に対する メ ナテ ト レ ノ ン の件周 と培養液中p岱E2 魔の
変化
1,25(OH)2D 3に よ る骨吸収もイ ン ドメ タ シ ン に より阻害され る こ とが 明らか に な っ
た(Fig. 18)こ とか ら､ 1,25(OH)2D3に よ る骨吸収に対するメ ナテ ト レ ノ ン また ほイ ン ド
メ タ シ ン の 作用を検討する と とも に ､ 培養液中のPGE2を同時 に測定して Tab且86 に示 し
た｡ 1,25(O H)2D33 Ⅹ 10
-1 0M 添加 に より ､ 培養液中 カ ル シ ウ ム は非添加群 の120 馴こ増
加したが ､ P G E2濃度は非添加群 とほ ほ同程度の値 (105 %) を示した｡ メ ナチ トレノ ン
は ､ 1,25(OH)2D3によ る培養液中カ)I,シ ウ ム 量の 増加を濃度に依存して抑制 したo また
メ ナテ ト レ ノ ン は こ の 時の PGE2産生 をわずか に抑制した｡ 一 方イ ン ドメ タシ ン10-6M
はpGE2産生 を著しく抑制し､ そ の 儀ほ非淳加群 の1 2% であ っ た ｡ そ れに も かか わらず
1,25(O H)2D3によ る 培養液中 カ ル シ ウ ム の 増加に対し て は ､ イ ン ドメ タ シ ン ほ 弱 い 抑制
効果 しか示 さ なか っ た ｡ 即ち ､ イ ン ドメ タ シ ン のP G E2産生 に対する 阻害程度 (93%)
と骨吸収 に対する阻害程度 (10 %) と の 間 に は著しい 帝離 が観察され た｡
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Tab]e6 Ef紬cts of m e n凱 抑 e n o n e a nd ido m etha cin o nthein c re a s e sin PGEza nd
c alciu m c o n c e ntrationin the m edium indu c ed by1,Z 5(O H)zD3
Mediu m PGE2 Mediu m Calciu m
pg/”( (%) mg/dJ (%)
‡門taCモ
i,25(0 =)2,D3 3xlO
～ '1 0M
Con℃r oI
Me n ateモre n o n e3xlO
- 6M
IO
･ 5M
3xl O
- 5M
葺ndo m etha cin 10
- 6M
32 3=ヒZ6 (i 00) 4.67±0.09 (1 0 0)
341士55 (1 05)
26 5士22 (82)
2 04士1 6* * (63)
Z 42虫25* * (75)
3 8i:2* (12)
5.61 士0.13f† (1 20)
礼98土0.1 7
* *
(1 07)
礼73土0.1 3* * (101)
4.02j:0,08* * (86)
5t1 4士0.11* (ilo)
Caiva軸 e were cu托u糟d 紬r 96 hr. Each vafue 帽PreSentS 軸 e m ea n土 S 息M. (n琵8), Valu e sin
parenthese s are per centages ofthe vaJu e obtained fro mthe m edium witho ut1,2 5(OH)2D3,
m 即 aモ飢re no 鴨 Ori門do m e tha cin･ # P<O･OIco mpared w托h intactv血 e. ☆p<0･0 5- ☆*P<0･0-cornpa red
with co n tro一v alue obtain 母d fr o mthe mediu m withi,2 5(O H)2D3 alo n e.
2-4 PGE2, P T馴 こ よ る骨吸収 に対する メ ナ チ ト レ ノ ン の効果
野ig.22 にはPGE2(10
-7 M)､ Fig.23 にほp T H(3Ⅹ10
-7M) によ る骨吸収 に対するメ ナ
テ ト レ ノ ン の効果をそれぞれ示した｡ PGE2添加(co ntrol群)により培養液中カ ル シ ウ ム
およ び ハ イ ドロ キ シ プ ロリ ン慶 はPGE2を添加して い な いIntact群に比 して有意に増加し､
メ ナチ ト レノ ン漆加群 で は且O-5 M ､ 3 Ⅹ10-5 Mで培養液中カ ル シウ ム の 増加をco ntrol群 に
比 して有意 に抑制した o P THも培養液中カ ル シ ウ ム お よび ハ イ ドロ キ シ プロ リ ン量 を
Ⅰnta ct群 に比 して 有意 に増加 させこ メ ナチ ト レ ノ ン ほ い ずれ の 増加に対して も10
-5M ､ 3Ⅹ
10
-5 Mでc ontrol群 に比 して有意な抑制を示した.
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Fig･22 Effe ctof m e n atetr e n o n e o nthein c re as e sin m ediu m c aユciu m a ndhydroxypr olineindu ced
byP G E2(10
-7 M). Calv a re a e w er e c ultu redfor96hr. Ea ch colu m n a ndbar TePr eS ent也鳩 mea n士
S.E･ M . ofsix c alvariae. A P<0.1, *P<0.05, * *P,0.01c o mpar ed withc o ntr olv alu e obtain ed fr o m
the m edium with P G E2alo n e.
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fr o mぬe m ediu m with P y‡-Ⅰalo n e.
実験 3 メナチ ト レ ノ ン の 細胞毒性作用 の検討
メ ナテ ト レノ ン の 骨吸収抑制作用が､ 実験2 で示したように検討 した骨吸収惹起物
質すべ て に対して認められ る こ と､ またin vitro 実験系として は比較的高波皮で メ ナテ
トレ ノ ン の作周が認め られ る こ とから ､ メ ナチ ト レノ ン の細胞毒性作用が メ ナテ ト レ ノ
ン の 骨吸収 に対す る作用 に関与し て い る 可能性を検討した o すな わ ち実験 3 で は ､
Ⅰし1α とp THによ る 骨吸収が培養液中からメ ナチ ト レ ノ ン を除去する と 回復する か どう
か ､ ま た メ ナテ ト レ ノ ン 作用時 に細胞毒性 の指標 で あるLD H活性が上昇するか どうか ､
の 2点 に つ い て検討した｡
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実験方法
培養期間を16瞬 間と し ､ 最初の 9鵬 間 に は骨吸収 に対 し てメ ナ チ ト
レノ ン が抑制
作用を示す こ とを確か める た め に m -1α ある い はp T Hとメ ナチ ト レ ノ
ン且O-5 M を同時 に
励口し て培養したo その 後培養液中からメ ナチ ト レノ ンを除去しさら に72時間培養し
たo
96時間後 と168時 間後の 培養液中の カ ル シ ウ ム量を測定したo ま たメ ナ チ ト
レ ノ ンまO
-5
M を添加 して9晴 間培養した培養液に つ い てL D H活性をメ ナ チ ト レ ノ ン非漆加 の堵餐液
と比較 した ｡
実験結果
3_1 メナ テ ト レノ ン を培養系か ら除去した時の惹起物質に よ る骨吸収作問 の回復
m _1α ある い はP T Hよ る培養液中カ ル シウ ム 慶の増加は ､ メ ナテ ト レ ノ ン の 同時添
加 に より い ずれも有意 に抑制さ れた(Table7)o しか しその後同時添加群 の メ ナ チ ト レ ノ
ンを除去(Me -)して さ ら に72時 間培養する と ､ n･ 加 ､ P TH 漆加系の い ずれ に 如
､て も
培養液中 カ ルシ ウ ム量 は惹起物質単独群との 問に有意差が汲められなか っ たo
Tab)e7 Re v e rsib 批yofc a)v a riu m respo n setoIL-1α a nd PT Ha托e rthe re m o v alof
m e rlatetr e n On e
Mediu mCa‡ciu m(mg/c”)
0 - 96 hr 9 6- 1 68 hr
Inta ct
lL-1 α
[L-1a ＋ m e n a te r e n o n e(Me)
fo rlst9 6 hr
PT H
PTH＋ m enatetr enone(Me)
fo rlst96 hr
4.巧8士0.3 6
7.41士0.1 7
6.49士0.ZO
(Me ＋)
7.07±0.3 9
6.1 3±0.2 9
(Me ＋)
]
]
pく0.01
pく0.0 5
4.7 7 d:0,巧月
6.0 6士0.0 月
6.1 5士0.1 6
(Me-)
6.9 8士0.Z O
6.4 8士0.1 0
(Me-)
]
]
NS
N S
Calv aria e w e recultured for168 hr. Media w e re cha ngedat96 hr. Do s e s oflL-1 α ,PTH, and
m e n atetrenon ewere10 U /mI, 3xl0
-7” and3x10
-5 ”, respe ctiv ely･ Me n atetre n o n e w as r e m o v ed fro m
m edia s ubs equ e nt96- 16 8 hr c ulture.
Ea chv alu e repres e ntsthe m e a n± S.E.” . (n= 5). NS:n otsgnific a nt.
3_2 メ ナチ ト レ ノ ン のL D H活性 に対する影響
メ ナ テ ト レ ノ ン添加群およ び非添加群の培養96時間後 の培養液中L D B活性 に は､ 両
群間 に有意差は認め られ なか っ たCrable8)0
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Table8 LD =re一e as eintothe m edium .with m e n atetre n o n e
､w と恥 ＼山 …て,･7'加 `▲- M ･dU-ALL～ ･Ph･L-,r<--･ <-I-･トて.･･ - ”.I-･･- -I- - お ル - 一r - 1 - 〟 - - ･1 - ,I- 伽 ′- - - K - - - 沖 叫 LL L h.～ - - ～ J O J ■ 仙･-
LDHa ctivity
(JU)
Jnt∂et (n ㌫9) 10,13±0.97
Me 榔 etrenone 3xl O-
ISM (n蒜5) 8.94 ±0.64
考察
]NS
Calv aria e w er億 C u伽 redfor9 6 hrvvithor witho ut m en atetre n o n e.
Each vagu e f
`
ePreS e ntS 汁杷 m e a nま S 息M･ N S.･ n otsignific a nt.
骨吸収活性 の測澄は､ カ ル シウム と コ テ - ゲ ン の マ - カ アミ ノ酸である ハ イ ドロ キ
シ プ ロ リ ン の 骨申及び増資液中の漉度を指標として ､ アイ ソ ト - プラ ペ ル をしな い 通常
の骨で の静嘗噂餐系で狩 っ たo 骨ほ コ ラ - ゲ ン の メ ッ シ ュ にカ)i,シウ ム が ハ イ ドロ キ シ
ア パ タイ トの結晶形で取り込まれた構造に な っ て い る ｡ 従 っ て ､ 預頂骨培養系にお い て
骨吸収惹起物質に より骨吸収が促進される時､ カ ル シウ ム ､ コ ラ ー ゲ ン畳は額頂骨中 で
ほ減少し､ 培養液中で ほ増加する と考えられた ｡ 種々 の 既存の骨吸収惹起物質で検討 し
た と こ ろ ､ 確か に こ の傾向が観察された去 すなわち培養液中の こ れらの パ ラ メ ー タ は敦
頂骨申で の変化と反対 の関係をも っ て変絶 し､ またカ ル シウ ム畳の変化の程度とハ イ･ド
ロ キ シ プ ロ リ ン魔 の 変化の程度ほほ ぼ同じであ っ た｡ 以上の 結果は､ 骨吸収の程度ほ､
これ らの パ ラ メ - タを測定する こ と により観察出来る ことを示して い る o さ らに惹起物
質に よ る骨吸収の程度は用盈依布性を示し たo こ れらの 惹起物質の骨吸収を起 こす周量
及びその程度 は ､ p T H以外で は こ れまで の 報告(90,9 3,94,95)とよく 一 致 した ｡ P T捌こ関
して は ､ こ れまで に報告されて い る骨吸収を惹起する濃度は ､ 今回我々 が示した濃度 よ
りも低 い ｡ Ste r nら(96)はア ル ブミ ン含有培養液よりも血清含有培養液を用 い た とき の 方
がp TH に対する反応性が高 い こ と､ お そらく それ は添加した 血清 に より､
イ 組織 の活性
(viability)が高ま る こ とに よ る可能性がある と報告して い る ｡ さ ら に､ Rais zらも血清中
にはp T H の効果を高め る因子 が存在する こ とを示唆する 同様の成績 を報告して い る(97)o
これら の 報告はP T H の効果が培養液中 へ の 血清 の添加で変化する こ とを示して い る ｡ 従 っ
て 著者 は血清を添加しな い 培養液中で のP T H の作用 に対す る メ ナ テ ト レノ ン の効果を検
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討する の が望まし い と考えた｡
m _1αほ骨吸収の増加たよく対応して培養液中の PG濫2盈を増加 させ､ さ らに今 那葺
い た骨吸収惹起物質の中で m -1αに よ る骨吸収だけがイ ン ドメ タ シ ン の 漆加 に より完全
に阻害された｡ こ れらの結果 より､ m 加 に よ る骨吸収 の伶周機序ほ骨で の周盈依存的
なpGE2産生 を介して い る と考えられ､ Hoffm a n nら(90)～ Satoら(91)､ 蝕 atsuら(92)の 報告
と - 致した ｡ しか しGo w enらは m -1α の 骨吸収に おけるPG 監2連投 の関与を否定 しで 凝り
(98,99)､ 彼らの 報告とは異なる成績であ っ たo
他 の 骨 吸収惹起物質の PGE2 藤生 関与 に つ い て ほ ､ 畿 近 ､ 監l 血- 軌昔endら は ､
1,25(O B)2D3は器官培養系にお い てPGE2産生 を克進する が ､ 且,25(OH)認伽 によ る 骨吸収
はP G E2産生を介さ な い と報告 して い る(10)o 我々 の 成観 で は ､ 骨吸収を惹起する 捌 二
充分量 の 1,25(Ofi)2D3を漆加し て も培養液中のPGE2慶 は変化しなか っ たcTa地 6)o イ ン
ドメ タ シ ン は著しくp G E2の 産生 を減少させ たが､ 1,25(OH)2■D如こよ る骨吸収に対しで は
弱 い抑制しか示さなか っ たo こ れ らの 成摸 は ､ K lein-Nulendらの報告した成擁と矛腐す
るも の で は な い ｡ P TⅠi､ PGE2の 効果 はイ ン ドメ タ シ ン の 添加 に より影響を受けなか っ
た ｡
メ ナ チ ト レノ ン は 臥 -1α に よ るP G E2の 産生 と骨吸収を抑制した o さらにメ ナ チ ト レ
ノ ン はp G E2産生 を介さな い と考えられるP T臥 1,25(OH)2D3､ 和 芭2に よ る骨吸収も抑
制した. こ れらの メ ナテ ト レ ノ ン の抑制効果 はメ ナテ ト レ ノ ン の周 盈 に依存して おり ､
ま た ､ 再現性の あるもの であ っ た o メ ナ テ ト レ ノ ン が今回検討した全て の惹起物質に よ
る骨吸収を抑制する こ とか ら ､ 細胞毒性によ るもの か どうかを検討したo しかし ､ Table
7 に示 し たよう に 乱 -1伐 とp T削 こよ る 骨吸収作用は培養液中からメ ナ チ ト レノ ン を取り
除く と回復したこ と ､ 細胞毒性の指標であ るL D H の遊離はメ ナチ ト レノ ン を添加して96
時間培養した培養液中でも 非添加群 と同程度であ っ た(Table8)こ とか ら､ メ ナ テ ト レ
ノ ン の 骨吸収抑制作用は細胞毒性に よ るも の で はな い と考えられ た ｡
以上 をま と め る と､ 1. メ ナ テ ト レ ノ ン は種々 の 惹起物質によ る骨吸収 に射しを抑制
作用を持 つ . 2. 臥 -1α に よ る 骨吸収 に対する メ ナチ ト レ ノ ン の効果は - 部 はPGE2産
生の抑制に よ っ て 説明で き る ｡ 3. PGE2非依存性の骨吸収に対して もメ ナテ ト レ ノ ン ほ
抑制を示す｡ 以上 の 三点を明らか に した｡
こ れま で に閉経後の 女性(10 1, 102)や ､ 卵巣摘除したラ ッ ト(103)か らの 末梢血単球
や牌細胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ で は m -1α の 産生 が高ま っ T,い る と報告されて い る o 従 っ て
臥 -1α 産生 の 増加は 閉経後の骨董減少 に重要な役割を果た して い る と考えられ ､ 今回示
したin vitr oで の m -1α をは じ めとする骨吸収 に対す る メ ナテ ト レ ノ ン の 抑制作用は ､ in
viv oにお ける メ ナ テ ト レ ノ ン の 骨量減少抑制作用(25, 26, 27)を説明する も の と考える｡
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節sヨ
骨 職 ノ二∃
骨髄細胞培餐糸に おける破骨細胞棟細胞形成に対す るメ ナテ ト
レノ ン の 効果
は骨形成と骨吸収の バ ラ ン ス に よ っ て決まるo 骨形成 ほ間紫茶棚飽由来の骨
穿細=泡が ､ 慧 た骨吸収は血観幹細胞由来の 破骨細胞がその中心的役割を担っ て い る o し
か し骨井細胞 と破骨細胞は 骨れ ぞれ独立して働 い て い るの で はなく､ お互 い に直接的な
接触環)各穫サイトカイ ン の 藤生 を介して相互作周して い る こ とが最近明らか に怒 っ て き
た宅急藍)埠,ま05, 呈岱恥 破骨細胞 の形成 に は骨罫紙飽の存在が必要であり､ 骨芽細胞が産生
ずる餌らかの因=デー が破骨細胞 の前駆細胞に働い て ､ 前破骨細胞､ 破骨細胞 へ の分化誘導
及び成熟を促し､ さ らに晒性化の過程を経 て骨吸収作摺を持 つ 細胞 へ と成長する｡ 前 車
で は暑纂官培養系に磨ける骨吸収 に対するメ ナチ ト レノ ンの 作周を検討し､ メ ナチ ト レ ノ
ン に は - - -q8 部 野G 監芝藤生抑制に よる骨吸収の抑制作周がある こ とを報告 した(53)｡ そ の 骨
吸収を抑嗣す愚機序として ほ ､ 破骨細胞の形成過程の抑制か､ ある い は形成された破骨
細胞骨 のもの の抑制が考えられ るo
本車で ほ骨髄細胞堵沓灘を伺 い て破骨細胞形成に対する メ ナチ ト レノ ン の作周を検討
した｡
窺験方法
1 実験材料
培尊液とし て伺い た 耽 - minim u m es se ntialm ediu m(耽 - M EM)およ び年胎仔血清(F 恐S)
はGibc o払ifeTe chn o軸 es, 批 ndⅠsla nd Nr)から､ pG E2 はSigm a(St･ Lo uis, M O)から購入
した｡ m (ヒ トま-34) はペ プチ ド研 (大阪)から､ また m -1枕(50,000U/ml)は Ge nzym e
(ca mbridge, M Å)か ら購 入 し た o 1,25(OH)2D3 は帝人から入手 し た o
ペ ニ シ リ ン
(100,000U/パ イ ア ル=ま明治製薬 (釆京) から購入したo
2 骨髄細胞培養系
培養液 として は 10 %(v/v)F BS含有 α - ME Mを用い たo 骨髄細胞は高橋らの 方法
(107)に従 っ て マ ウ ス か ら分離した o すなわち7
- 9過齢のddy系雄性 マ ウ ス (静岡実験動
物セ ン タ ー ､ 静岡) を 酬 脱 臼により屠殺後､ 涯骨を無菌的に摘出し､ 筋肉を剥離したo
腰骨の 両端を ハ サ ミ で 切り ､ 遼位端例の骨髄厳 に26G の注射針を差し込ん で培養液10ml
をゆ っ くり注入し､ 骨髄細胞を採取したo ス テ ン レス メ ッ シ ュ を通 して 洩過した後､ 4
℃,1 200回転､ 5分間遠心して その 上清を除去し､ 培養液を加えて よく接辞 して 細胞浮遊
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液と し､ 106 細胞加1に調整 し たo 24穴 シ ャ ー レ伊alc o n)を 馴 ､ ､ こ の 細胞液 馴 myw 監息且
ずつ 分注 した o 骨吸収惹起物質と し て ､ PG 払 PⅧ (ヒ ト且-3恥 乱 一 紙 畳,芝5(0弼急m
を用 い た o 37℃､ 5 % CO2-95 %空気の条件下 で メ ナ チ トレ ノ ン有髄 の作周密検射した o
培養期間 は ､ 破骨細庖形成め経日的変化の観察 (実験1) で ほ5 - 9 那凱 メ ナチ ト レ ノ
ン の 効果の観察 (実験畠および3) で は7日間 と した ｡ 堵餐液の交換は2日叉ほ3日寝に
o.8 mlをピ ペ ッ トで 吸 い 取り同量 の新 し い 培養液を注入したo 堵発後 に破骨細胞の榛級
酵素で ある酒石酸抵抗性酸 ホ ス フ ァ ダ ー ゼ (TTi ACP)敵性を測定し甘R AC野馳色を行な い ､
破骨細胞様多核細胞形成を観察した｡
3 測定方法
3- 1 TR ACP活性の 測定
骨髄細胞を 一 定期間培養した後､ 培養液を取り除き､ T R ACP悟性測定周 の基質 (市
蝉の T R ACP測定キ ッ トを使用 ､ 和尭純薬､ 大阪) を各シ ヤ - レ に1･2 m 加 え ､ 37℃､ 5
%c o2-95 %空気の条件下 で1時間 イ ン キ エ ペ - シ ョ ン したo l時間後 に36m M フェ リ シ ア
ン化カ リ ウ ム を加え て反応停止及び発色を行 い ､ 500rl mで その 吸灘度を測愛したo
3-2 酵素組織学的評価
T R A C P活性を測定後､ 同 じシ ャ ー レ の細胞 のT R ACP染色を行 っ た o す敬わ ち細施層を
リ ン 酸綬衝化生理食塩水(Dulbe c c o†spho sphate-buffer eds alin e, n oCa
2＋
o TMg
2＋
, P BS(-)で洗
い
､
ユ タ ノ - ル : ア セ ト ン.(1 .
.
1) を加え て1分間放置し固定させたo エ タ ノ - ル : ア
セ ト ン を取り除き細胞層 を乾燥させ た後､ Bu rsto n eの 変法(108)に より ､ T 汲ÅCP飴色液を
加えて37℃60分放置し､ T R A C P決色を行 っ たo T 毘AC 洩 色液はo.且 M酢酸ナトリ ウ ム 緩
衝 液(pⅠi5.0) に ､ ナ フ ト ー ル AS- B Iリ ン (和光耗薬) o.ユ %(w/v)､ fa s£ red 汀汲srait
(sigm a､ St. Leuis MO)0.6 %(w/v)及び酒石酸 1.5%(w/v)にな る凝 に調整したo l時間
後 に染色液を取り除き､ 蒸留水 で洗浄後､ 乾燥させ た｡ 光学顕微鏡下 に漁色した細胞 を
観察し､ 核が3個以上 の TRACP陽性細胞を破骨細胞様細胞(m u呈tin u cleatedc ells, MN Cs)と
して計測した ｡ こ れらの TTiACP陽性細胞 に は カル シ トニ ン (CT)受容体があ る こ と は､
高額 らの 報告(109)と同様に125I - カ ル シ ト ニ ンを用 い た オ ー ト ラ ジ オグラ フ法 に より確
認した｡
4 統計処理
す べ て の 成績は平均値 ±標準誤差(s. ち. M .) で 示 した ｡ 有意差検定 はDunn ettの 多重比
較に より行 っ た ｡
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実験1 骨髄細胞培養系 にお ける破骨細胞形成 の 評価法
骨髄細胞培養 に よ り破骨細 胞を形成 さ せ る方法は い く つ も報告さ れ て い る(107,
110,11 1)｡ 著者 は マ ウ ス の骨髄細胞 を用 い る方法が比較的短期間 に破骨細胞 を形成 さ せ
うる こ とか ら､ 高橋 らの 方法(107)を用 い た ｡ 実験1 で は まず既報 と同 じような破骨細胞
が形成 さ れ る か どう か を検 討 し た ｡ 即 ち ､ 骨 吸収惹起 物質 p T H, PGE2, IL1 α,
1
,
25(OE)2D3 を用 い て ､ 破骨細胞形成 に要する培養日数､ お よ び こ れ らの 惹起物質の 用
量作用関係 を検討 した｡
実験結果
1-1 培養 7 日後の TR ACP 陽性細胞の顕微鏡写真
骨髄細胞 に1,25(OH)2D310-8 M を添加 し て7日間培養 し､ TT uCP 染 色 した典型的染
色像の光学顕微鏡写真 を Fig.24に示 し た ｡ 1,25(OH)2D3非添加群(A)で は m CP染色 さ
れ る細胞 は観察さ れ なか っ た が ､ 1,25(O E)2D3添加群 @ )で は大きさ の 異なる赤く染色
され た多核細胞 が多数観察さ れ た ｡
′1 E) 50 0ll m
■- - - - - - ■■
Fig. 2 4 Typicalphoto mic orgraphs of T R ACP-stAmedc ells a触 r7days ofcultu re･
M arr o w c ells w ere c ultured with10-a M 1,25(O H)2D3fo r7days.
(A):u ntre ated, (ち): with 10-8 M of 1,25(O Ii)2D3
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1-2 破骨細胞形成の経目的変化
Fig.2 5に破骨細胞形成惹起物質と して1,25(OH)2D 3(10
-8 M) ､ PG E之(3xlO･7M) ､
礼 -1α (25U/ml) を添加 して 培養した時のT R ACP活性(A) とT R ACP陽性MN C形成(B)を
培養5日 から9日 ま で経日的に観察 した結果を示した. T RACP活性は い ずれ の 惹起物質
添加群で も培養7 - 8日後 に最大 に達した｡ ま たT R ACP陽性M N C数は培発5日後で わず
かに増加を開始し､ 6 - 7日で最大に達し､ それ以降は減少した｡ そ のT RA CP活性 の 上鼎
とM N C の増加 の程度 は各惹起物質によ り異な っ た｡
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1-3 骨吸収惹起物質に よ る破骨細胞形成の用量作用関係
稜々 の膿庶の m -l臥 l,25(O H)2D3､ PG E2､ P T捌 こよ る培養7日後のT R A C P陽性M NC
の 形成をFig.26 に示した｡ IL+α とpG】王2は用盈依存的にM NCの 数を増加さ せ た｡
一 方､
1
,
25(O H)2D3 は10･8 M まで ほ用鹿依存的にM NCの数を増加させ たが ､
加 は抑制されたo
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Fig. 26 Do s e re spo n s e c u rv e sof T R ACP
-po sitiv eM N C for m adonindu c edby 礼
-1α(○),
1
,
25(OH)2D 3(A), PGE2(△), andPTH(㊨)inbo n e m arr o w 従n C ulture s･ Ma rr o w c ens
w e r e c ultu r ed withthesebo n e r e s o rbingage ntsfo r7days･ Mediu m w as changed o nday2
and day4ofc ultu r e･ Ea chpoint and barrepr es e ntthe m e a
n 士 S･E･ M ･ of5-6 w ells･
実験 2 破骨細胞細胞形成に対する メ ナ テ ト レ ノ ン の 効果
実験 1 の結果より 1,25(OH)2D3は10-8 M ､ P T 托は100ng/hl､ PGE2は3 Ⅹ 10
‾7 M ､
Ⅰし1α は25 U/mlの 周量をそれぞれ用 い て ､ 培養期間7日間の 条件で ､ こ れ らの惹起物質
の破骨細胞形成に対する メ ナテ ト レ ノ ン の効果を検討 したo メ ナテ ト レ ノ ン は 10
-6 M
,
3
冗lo-6 M
,
10- 5 M の 3 用量を用 い た o
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実験結果
Fig. 27に示す ように ､ 1,25(O H)2D31 0
-8 M に よ るT R ACP活性 とT R AC P陽性M N C形
成の増加 は メ ナチ ト レ ノ ン3Ⅹ 10-6､ 10
-5 Mを7日間同時に添加して増車する と､ 周魔依
存的に抑制さ れた｡
40
メ - ■ヽ
○}
主
著38
=∋
鼻
音20
●■ ′
U
q
i
芸 10
ト ー
0
A
＋＋
* ＋
1.25(OH),D310
- 8M - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
- 7 - ●
- ● - 8
Men atetrenone(”) - - 3×1010 3×10 10
Bor B
喜200l
∽
O
コ=
王
4 )
.≧
:i:
.,,100
0
A
l
h
U
孟
ト ー
* ＋
＋ ＋ ＋ ＋ ＋
･,- 7 ･ - 0 . - 4 - tl
- 3xlO IO 3×10 10
Fig. 27 Effe ctof m e n atetr e n o n onT RCP
- a ctivity(A)and T R A P-po sitiv eM N Cfor m atio n
(B)indu c ed bylO1 8M of 1,25(O H)2D3inbo n e m arr o w c en c ultu r e･ M arr o w c els w er e
c ultu red for7 days･ Ea ch c olu m n a nd bar r epr e s e ntthe m e anj= S･E･ M ･ of6 w ells･
*:p<0.05,
* *
:P<0.01, compar ed withc ultu re stre ated with 1,2 5(O H)2D3alo n e(hatched
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こ の 時の 典型 的な顕微鏡写真をFig. 28 に示 した . 1,25(OH)2D310-8 M 添加群 で は多
数 のT R A CP陽性 M NCが 認 め られ た(A)が ､ メ ナ テ ト レ ノ ン 添加群 で は繊維芽様細胞が 視
野 の大半を占め ､ 小 さなT RA CP陽性M N Cが まばら に認 め られ た(A)o
A B 竺ご
Fig. 28 Typicalphot omic orgr aphs of T R A C P-stain ed cells afte r7 days ofcultu re. M a m w
c ells w ere c ult ured with 101 B M 1,25(O H)2D3fo r7 days withor witho ut m enatetrenone.
(A): wi th 10-8 M of 1,25(O H)2D3, (B).I with 10-8 M 1,25(OE)2D3and 10-5 M m enate仕en one
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Fig. 29 にはp T H(100ng/ml)､ P GE2 (3x10
-7 M) お よ びIL-la (25U/ml) によ る培餐
7日後 の M NC形成 に対する メ ナテ ト レ ノ ン の 効果を示した ｡ こ れ らの 惹起物 馴 こよ る
T R ACP陽性M NCの 形成 に対して メ ナチ ト レ ノ ン は 抑6 M あ る い は3Ⅹ10
- 6M か ら有意な
抑制作用を示した ｡
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Fig.29 Effe cts of m e n ate tren o n e on T R A C P
-po sitive M N Csform a丘on in du c edby100ng/mlof
P T H
,
3Ⅹ 10-7M of PGE2a nd 25 U/mlofIL-1α inbo n ema u o w c ellc ultu r e. M arro w c ells
w er e c ultu r ed fo r7days･ Medium w a s ch anged onday2andday4ofc ulture･ T RA CP-po sitiv e
M N Cs w e r e c o u nted after7 days ofc ultur e a nd e xpr e ss ed astheper c entage ofthe v alue
obtain edfr o m c ult re stre ated withe achstim ula ntalo n e. Ea ch c olu m n andbar r epr es e ntthe
m ean ± S.E. M . of 6w ells. *:p<0.05,
* *:P<0.01
,
c o mpar edwith c ultu r e str e ated withe a ch
sdm tl a ntalon e.
実験3 メ ナテ ト レ ノ ン 添加時期の影響
骨髄細胞からの破骨細胞形成が最大に達する ま で には7日前後の 培養期間を要し､ 5
日間 の 培養 で は まだ ほ と ん ど破骨細胞 は出現しな い (Fig.25)｡ こ の 破骨細胞形成 に要す
る7日間の どの 時期 に メ ナ チ ト レ ノ ン が影響を与えて い る の か を観察する た め に ､ 培養
期間の7日間を3期間､ すなわ ち最初の2日間 ､ 3､ 4日 目 の2日間 ､ そ して最後の3日間 に
分けて メ ナ テ ト レ ノ ン の10-5 Mを添加した｡ 惹起物質 と して 1,25(OH)2D3の10･8 Mを7日
間添加した ｡
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袈験結果
Fi盛30 に示すように､ 1,25(OH)2D3によるMNC形成 には ､ 最初の2日間にメ ナチ ト レ
ノ ン を鰭如して それ以降増車轟から取り除くと ､ 影響ほ認め られ なか っ た｡ しか し最後
の3日間にメ ナチ ト レノ ン を添加するとM NC形成は著しく阻害された ｡ メ ナ チ ト レ ノ ン
を倣初の4日間 ､ ある い は3日 日と4日 目 の2日間に添加して も､ M N C形成は有意に抑制
され たが ､ そ の 抑制程度は倣後の3日間添加時の抑制 に比 して 軽度で あ っ た ｡
ド - - ･ ･ ･ - . ･ ･ ･ ･ ･ = = ･ ･ 11
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Fig･30 Effect ofe xpo s u r eto m e n atetr e n o n e atdiffer e ntdm einte
rvalsduringthe cultur eperid
o nTR ACP-po sidv eM NC for matio nindu c ed by 1,25(0Ⅰ斗)2D3･ M arr o w c ells w er e c ultur ed widl
1
,
25(O H)2D310-8Mfo r7days･ Me n atetre n o n e10
-5 M wa s addedto c ultur es fo r 仙e ru st 2
days, the third andfo u rth day' thela st3days, or the fir st4 days d
uringthe c ulture period･
M ediu m w ascha nged o nday2ando nday4 of c ultu r e･ T R ACP
-positiv eM NCs w er e c ou nted
after7 days ofc ultur e･ Ea ch c olu mn andbar r epr e s entthe m e an
j= S･E･ M ･ of6 - 8 w ells･
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Fig. 31に は培養7日間の うちの種 々 の 期間
■
に 1,25(OH)2D3 を添加 した と きの M NC形成
を示 した ｡ 1,25(O H)2D3は7日間 の うち ､ 最後の3日間の み添加 した だけ で ､ 7日間添加時
と ほぼ 同 じ程度の M N C形成 を惹起 した ｡ 最 初 の4日間の み の 添加 で は ､ M NCの 形成 は わ
ずか で あ っ た ｡ メ ナ テ ト レ ノ ン と 1,25(OIi)2D3 を最後 の3日間に同時 に添加する と ､
1
,
25(O H)2D3によ る M N C の形成 は有意 に抑制さ れ た ｡ しか しな が ら､ メ ナ テ ト レ ノ ン を
最初 の 4 日 間添加 し た後取 り 除き ､ そ の 後 1,25(OH)2D3 を3 日間添加 し て も ､
1,25(OH)2D3の 最後 3日間添加 よ るM N C形成 に対 して メ ナテ ト レノ ン は影響を与えなか っ
た ｡
■■■■■■■■･ ･ -
- - 1
卜 ･ - - ･ ･ ･ - ■■■ -
ト - - - - ･モ ヨ
コp<o･ -
]p<Dr l
NS
N S
0 4 7 8
Tim e(days)
卜 - -I Inta ct
J - I
,
25(O H)2D310
‾8網
⊂= コ m en atetren On elO
‾5M
100 20 0 308
TRACP･po Sitiv eMNCs(nu mber/w eu)
Fig. 31 Effe ct ofe xpo s ur eto 1,25(O H)2D3 and m e n a tetre n o ne atdiffer e nt tim einte rv als o n
T R ACP-po sitive MNCfo rmation inbone m ar ro w ceu culture. Marr ow cels w ere c ulttmdfo r7
days. Me n atetre n o n elO
15 M and 1,25(OH)2D310
-8 M w er e addedto the c ultur e at v ario u stim e
inte rvals. Ea chc olu mn a nd bar r epr es e ntthe m e a n± S.E. M . of 5- 6 w ells. NS: n otslgnific ant.
考察
第 4章で ､ マ ウ ス 頭頂骨器官培養系にお い て種々 の 惹起物質 に よ る骨吸収がメ ナ テ
ト レ ノ ン に より用量依存的に抑制され る こ と を報告 した ｡ こ の 骨吸収 に対する抑制作用
の機序を明らか にする た め に ､ 本章 で は破骨細胞形成 に対する メ ナテ ト レ ノ ン の 効果 を
検討した ｡ 破骨細胞 の特長 と して は ､ T R A C P活性陽性 で あ る こ と ､ 多核であ る こ と ､
カ ル シ ト ニ ン レ セ プタ ー を持 っ て い る こ と ､ さ らに構造的に は波状縁を持 っ て い る こ と
な どがあり､ マ ウ ス または ヒ トの 骨髄細胞培養系 で 形成さ れ るT R ACP陽性M NCは こ れ
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ら破骨細胞の特長を備えて い る こ と が報告さ れて い る(104,107, 且09,ユlo)o 本草で 示 し
た実験系に お い て も ､ 培養 7日後の典型的な顎浪Åcp陽性細胞 はカ ル シ トニ ン レ セ プタ ー
を有 して おり ､ 多核の幽艶的な破骨細胞像を示して い た(Fig.24)0
MN C形成 の経時的変化お よ びM NC形成を促進する骨吸収惹起物質 の用量範囲は ､
こ れまで の 報告と よ く 一 致 した(107, 109, ‖且, 112). メ ナ テ ト レ ノ ン は こ れ らの 惹起物
質に よ る M NC形成 に対し ､ 有意な ､ しかも周景依存的な抑制を示した ｡ また メ ナチ ト
レノ ンが破骨細胞形成を抑制した濃度は ､ 骨吸収を抑制した濃度とよ く 一 致した o デ ー
タ は示さ なか っ た が ､ 予備検討の結果で は ､ メ ナチ ト レ ノ ン は骨芽細胞様細胞 の増殖 を
阻害しなか っ た o さ ら に Fig. 28 に示した写真で も明らかな よう に､ メ ナテ ト レノ ン は
MN Cの 形成を抑制したが ､ 繊維穿細胞棟細胞は多数存在しており､ 骨芽細胞培養系に
おける その 他の 細胞の増殖 にほ影響を与えなか っ た o こ れらの結果から､ メ ナチ トレ ノ
ン の骨吸収 に対する抑制作 馴 ま破骨細胞形成の抑制を介 して い る こ と が明か とな っ た o
ま た ､ 培養期 間 7日間 の うち メ ナ テ ト レ ノ ン を最初 の 2日間添加し て も ､
1,25(0‡竜)2D3 に よ る M NC形成は抑制さ れなか っ たが ､ 最後の3日間 に添加する と著し い
抑制が観察さ れ た o さ ら に 1,芝5(0 Ⅰ耳)2D3自身も敢初 の4日 間の み添加して培養しても ､
MNC形成を惹起しなか っ た が ､ 敦後の3日間に添加する と7日間添加し たとき とほ ぼ同
程度の M NC形成を認め た (Fig.31) 0 MNC形成を経時的に観察する と ､ TR A C P活性 は
培養5日目まで は上昇 しなか っ た ｡ こ れら の こ とから ､ 破骨細胞形成を助け るス トロ
-
マ 細胞や破骨細胞前駆細胞の増殖は7日間の増発期間のうち主に最初の4日間に起 こり ､
こ の 期問は 1,25(O H)2D3に依存しな い 期間である こ と ､ また､ 破骨細胞前駆細胞は最後
の3日間 で 1,25(OH)2D3の 存在下 にT RACP陽性細胞に分化し､ さ らに融合して M NCを形
成する こ と が考えら れた ｡
メ ナチ ト レ ノ ン は最後の3日間 に添加す る と抑制作用を示して おり､ こ の こ と に よ
り､ こ の ビタミ ン が前駆細胞からT R ÅCP陽性単核細胞 へ の 分化､ また はこ れらの 細胞 の
多核化した破骨相胞 へ の 融合を阻害して破骨細胞形成を抑制して い る ことが示唆されたo
メ ナ チ ト レ ノ ン は最初 の4日間に添加して も 1,25(OH)2D3に よるMNC形成 に は影響を与
えな い こ とよ り ､ メ ナチ ト レ ノ ン がス トロ - マ 細胞や破骨細胞前駆細胞 の増殖に は影響
を与えな い こ と が推察される｡ さらに こ れら の知見 はメ ナチ ト レ ノ ン の M NC形成に対
する抑制作用が細胞増殖 に対する毒性作用 に よ るも の で はな い こ とを示し七い る o
メ ナテ ト レ ノ ン は ラ ッ トで の 卵泉摘除(26)や ス テ ロ イ ド投与(27)に よ る骨董減少を抑
制する作用のあ る こ と ､ ま た 臨床 にお い て も同様に骨量減少を改善す る こ と(28)が報告
さ れ て い る ｡ 本 章で 示し た破骨細胞形成 の抑制作用は こ れ ら のin viv oで の メ ナチ ト レ
ノ ン の効果の機序の 一 つ にな っ て い るも の と考えられ畠｡
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第6牽 in vitr o糸で の骨吸収に対するメ ナテ ト レノ ン と ビタ ミ ン監且
の作周の 比戟
骨中に存在し､ カ ル シ ウ ム と の結合能を持 つ Gla含有タ ン パ ク質であ る 舟 ス テ 舟 カ
ル シ ン の 生成 に際して ､ そ の最終段階 で非Gla オ ス テ オ カ ル シ ン の Gla化 に どダ ミ ン 琵
が必須で ある と の 報告(1 0, 且2)を契機 に ､ ビタ ミ ン K の 骨代謝 に対する検討が開始さ れ
た｡ こ の Gla化 に は緒言で述 べ た生体内の ビタ ミ ン Kサイ ク ル(Fig.2)が関卑して い る o
ビタ ミ ン K の基本骨額である ナ フ トキ ノ ン の 還元型が エ ポ キサイ ド塾 に変換され る時 に
カ ル ポ キ シラ ー ゼ と共役してGla化 が起 こ る ｡ ビタ ミ ン鼠は天然 には ビタ ミ ンK ほ ビ タ
ミ ンK2が あり ､ い ずれもナ フ トキ ノ ン骨核を有する こ とか ら､ こ れまで おそらく骨の申
で の Gla 化 に射しこ れ らは同様 の作周を持 っ て い る と鮭察さ れ て い る o
著者ら は既 に ビタ ミ ン監2 同族体 の 一 つ で あ る メ ナ チ トレ ノ ン の 骨 に対す る.作周 と
して ､ 卵巣摘除(26)やス テ ロ イ ド投与時(2 7)にお こ る 骨豊減少 に対す る抑制件周を報告
したo ま たin. vitroで は ､ 第 4牽で骨吸収を抑制しその - ･ 部 はpG濫2 の 産生抑制を介して
い る こ と ､ 第 5草で マ ウ ス 骨髄細胞培養系で破骨細胞の形成抑制を述べ た ｡ さら に ､ メ
ナチ ト レノ ンが ヒ ト由来骨芽細胞培養糸で石灰偲を促進させ る と同時に オ ス テ 舟 舟 ル シ
ン 畳も増加させ る こ と(54)､ 及 び臨床で の 二 重嘗検試験にお い て メ ナテ トレ ノ ン は骨髄
藤症患者の骨量低下を改脅する こ とが確認されて い る(28)｡
一 方､ ビタ ミ ン監且 の 骨代謝
と の 関連 に つ い て は ､ 骨折を起 こ した骨髄繋症患者の 血 中 ビタ ミ ン 監旦漉度 は同年齢健
常者よ り低い(19,20, 21)､ ある い ほ尿中 - の カ ル シ ウ ム排騰が高 い 骨観察症患者に ビ タ
ミ ン濫 ほ 投与する と その カ)i,シ ウ ム 排港ほ抑制され る(23, 24)な どが報告されて い る o
しか しどダ ミ ンKlと ビタ ミ ン監2で骨代謝に対する作用を比較した研究は見当たらな い ｡
メ ナチ ト レ ノ ン はビタ ミ ン監1と同 じ倒鎖長 の化合物であり､ 低プ ロ ト ロ ン ビ ン血症 に
対する改善作用は どダ ミ ンKlと ほ ぼ 同程度 と報告(113)さ れ て い る o 本章で ほ こ の 二 化
合物の骨吸収 に対する効果をin vitr o実験系 で 比較した｡ ま た ど タ ミ ン監2の倒銀部分の う
ちイソプ レ ン単位数2個か ら 7個まで に相当する化合物 の ア ル コ ー ル体 に つ い て 破骨細
胞形成 に対する構造活性相関を検討した ｡
実験方法
1 被検薬物
ビタ ミ ンKl､ メ ナテ ト レ ノ ン とそれ ぞれ の 側鎖の ア ル コ - ル 体 であ る フ ィ ト - ル ､
グラ ニ ル グラ ニ オ ー ル お よ びイ ソ プ レ ン単位数2個から7個まで (n =2-7)の 化合物 の ア
56
ル コ - ル体の 構造式を 肝i題. 32 に示 した｡ ビタ ミ ン監1はメ ナチ ト レ ノ ン と同様に エ ー ザ
イ合成品を問 い た ｡ 側銀杏紛 の化食物のうちグラ ニ ルグラ ニ オ ー )Vほ束京イヒ威か ら､ フ ィ
ト - ル はM 濃艶C朗土から購入した｡ m= 芝 と3 の 化合物は東京化成から､ またn=4 から7 の
化食物は £ - ザイ にて合成したo ビタ ミ ンKの 抵抗剤である一ワル フ ァ リ ン は ワ ル フ ァ リ
ン カ リ ウ ム 原束 (エ - ザ イ) を伺 い たo
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2 統計解析
成練は､ 平均値士標準誤差 (s.A. M .) で 示 した. 骨吸収惹起物質の みを添加した対
照群と薬剤添加群 と の 有意差検定ほDu n n ettの 多重比較で行 っ た ｡
実験 1 器官培養系で の骨吸収に対する作用の 比較
券官培養系で の骨吸収 に対する作用をメ ナチ ト レノ ン と ビタ ミ ンKlで 比較した○ ま
たメ ナチ トレ ノ ン の作用 が Gla 化を介する作用かどうかを検討する た め に ､ ビタ ミ ンK
･
の 桔抗剤 で ある ワ ル フ ァ リ ン との 相互作用を検討した｡
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実験方法
静官培養系 で の 骨吸収活性測定方法は､ 第4車の 実験方法 に記載 した方法 に準じたo
骨吸収惹起物質と して 且,25(OH)2D33Ⅹ10-1 0M また はP G 鼠2且O-7 M を伺 い た ｡ 6時間プ レ
イ ン キ ュ ペ - シ ョ ン 後 に薬剤を添加 して培養し､ 96時間後の培養液中カ)i,シ ウ ム を ､ 市
販の カルシ ウ ム測定 キ ッ ト (カ ル シ ウ ム C テス トワ コ - ､ 和光純薬) を伺 い て 測定した｡
メ ナチ ト レ ノ ン と ビタ ミ ン 監1は共 に3Ⅹ10-6, 10-5, 3Ⅹ10-5 M. の 3 周量を用 い た｡ ワ ル フ ァ
リ ン は10-5,3 Ⅹ10-5 朋二 を用 い た ｡
実験結果
1-1 器官培養系 の骨吸収に対する メ ナチ ト レ ノ ン と どタ ミ ン 別 の 件周 の 比較
1,25(OH)2D33 Ⅹ 10-1 0M 及び 和 E2 且0-7 M によ り惹起 させ た骨吸収 に対する メ ナテ
ト レ ノ ン と ビタ ミ ンKlの 効果を Fig. 33 に示した ｡ 1,25(0‡溝)2m ､ または 和 監2 の添加
により ､ 培卦4日後の培養液中カ ルシウ ム 量は､ 非添加群 に対して著しく高 い儀を示 し
た ｡ メ ナチ トレ ノ ン は ､ 3Ⅹ10- 6 M ､ 且O-5 M､ 3 Ⅹ10-5 Mで周 慶依存的に培養液中カ)V シウ
ム の 上昇を抑制を示 した が ､ ビタ ミ ン Klほ い ずれ の 周畳 に お い て も全く抑制作周 を示さ
な か っ た ｡
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1-2 メナ テ ト レ ノ ン と ワ ル フ ァ リ ン の 相互作用
炉G鼠芝丑0-7 M に よ り惹起させ た骨吸収 に対す る メ ナテ ト レ ノ ン の件周 と それ に対す
る り)i,フ ァ リ ン の 影響を 甘able9 に示した｡ メ ナチ ト レ ノ ン の 10-5 M､ 3 Ⅹ 10-5 M は骨吸
収抑制作周を示したが ､ ワ ル フ ァ リ ン併周群で は10-5 M､ 3 Ⅹ10･5 M のい ずれ の周畳で も
メ ナチ ト レノ ン の 抑制作周 に影響を与えなか っ た｡
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実験2 骨髄細胞培養系で の破骨細胞形成 に対する作用 の 比較
骨吸収は破骨細胞が担っ ており､ 骨吸収 の抑制は破骨細胞数の減少か ､ ある い は破
骨細胞自身の作用の抑制 の どち らかが原因 と考えられる｡ そ こ で実験 2 で は､ 破骨細胞
形成 に対するメ ナチ ト レノ ン の作用を骨髄細胞培養系を用 い て ビタ ミ ンKlと比較した.
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実験方法
骨髄細胞 の採取及び培養 の方法 は第5単 に示した実験方法 に幣 じ た o 24穴 シ ヤ
- レ
に10
6 細 胞/ml に 調整 し た骨髄細胞を 1 mi ず つ ま い た o 骨吸収 惹起物質と し て
1
,
25(OH)2D310-8 M を 剛 ､ ､ メ ナ テ ト レ ノ ン また は どタ ミ ン 監且3叉 10
-6
,
10･59 また は 3Ⅹ
10-5 M
.
を 同時に添加し5% C O2 -95 %air ,37℃ の 条件下 で 7日間培養したo 培養液は2 -
3日毎に交換 した ｡ 培養終了後 に ､ 細胞層の
,
TRACP漁色を行 い 赤く蝕ま っ た多核細胞数
を顕微鏡下 に計測した｡ なおT RACP% 色液の調整及び漁色方法は解 5車実験方法に示し
た方法 に準じた｡
実験結果
骨髄細胞培養系に 1,25(O H)2D3 lo一a Mを 添加し て 7 日間培沓す る と ､ 折畳g･ 34 の
c .ntr.1群で示 し た よう に ､ 著 し い破骨細胞 の形成が認 め られ たo 且925(OH)2D3 に よ る破
骨細胞の形成 は ､ メナチ ト レ ノ ン添加群 で は3 Ⅹ且O
-6
､
且0-5 M と摺厳 に郷芯し て有意 に
抑制さ れ た Q - 方､ ビタ ミ ン K且添加群で ほ､ い ずれ の 周慶 に 釦 ､て も抑制伶ず馴ま認め
られなか っ た ｡
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案験3 骨静細胞 と牌細胞の共存培養系に 掛ナる破骨細胞形成に対するメ ナ チ ト
レ
■
ノ ンと ビタ ミ ン監且及びその 倒鎖化合物の楯岡の 比較
実験労法
3-且 健周薬品
耽 一 風 (即急nim u m 監s s e n由al Me曲u m, Alpha m ediu m po wder, w 地 L,-glutamime, with
Tibomu c且8 0 S息des a nd成e o xy訂息bo n u血 o sides, witho Ⅷ乞s odiu mbic a伽 m a晦 Cat. 恥 .舶0-1900E Å)
はG貰恐C ¢社 から購入 した0 年胎仔血滑 (F 汲S)ほ ､ 迅io s e Ttl mot. No. 0且207-01を使潤し
たo フ ィ コ - ル ほ フ ィ コ - ル (SEG M A,F-4375)9.1g を蒸留水に溶かし125m は 調整し､
オ - トク レ - プで 滅菌して伺 い た｡ ウ ロ グラ ブ イ ン ほ､ 60% ウ ロ グ ラ フ イ ン注射用
(日本 シ ェ - リ ン ダ) を使周したo トリ プ シ ン は和光 (D 肝CO Labor ato ries且:250,C弧
No｡0息52-13-1)を使 い ､ 0.05 %濫D TA 含有o.o5 % トリ プ シ ン に なる ようにPBS(-)で溶解
して調整し､ 漁過滅菌した｡
3一之骨芽細胞 の調製法
骨芽細飽は マ ウス 訴頂骨由来のT MS-14(束京医科歯科大､ 森田育男先生 よ り供与さ
れた) を伺 い たo 大デ ィ ッ シ ュ を伺 い ､ 週 2 回の 割合 で継代将養した ｡ こ の 耶雌s-14を
o.o5 %E 抄T A含有o｡o5 %い) プシ ン で剥が し､ 且0 % F BS含有伐 - M E Mで ､ 5Ⅹ 103 細胞血1
に な る ように調製した｡
3-3 肺細胞の調製法
5 - 8週齢 のddy系雄性 マ ウ ス (静岡実験動物セ ンタ ー よ り購入)を実験に伺 い た. マ
ウス を繋准脱臼し､ 無菌的 に牌臓を取り出した o 注射針を用 い て ､ 10 %FBS含有
耽 一 別濫M培養液中に牌脆から細胞を ほぐしだし､ よ く撹拝したo 約5分間放置する こ と に
より大き い組織片を沈め ､ その 上清を フ ィ コ ー ル : ウ ロ グラ ブ イ ン =6:2に混和した比
重液 の 上 に3 m げ つ 上層 して ､ 20℃ ､ 1200回転で且5分速心したQ 比重液と上層した培養
液と の境界 に集ま っ た細胞を パ ス ツ ⊥ ル ピペ ッ トで集めて よく撹拝復､ 細胞数を数え､
5Ⅹ105 細胞如l液を調製した｡
3-4 培養方法
培養液と して は10 % F BS含有α 胡E Mを伺 い ､ 5% ∝光一95 % air ,37℃ の条件下 で培養
した｡ 24穴シ ャ ー レ にT MS-14細胞を5Ⅹ103 細胞/myw ellまき ､ 1日後 にその 上 に牌細胞
を5x lO5細胞血1/w ellま い た ｡ 薬剤は牌細胞液 に混ぜ て添加し､ 牌細胞をま い た日を0
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日 として7日間培養し た ｡ 培養液 の交換 は 柑 転と した ｡ 7日後 に ､ 第4草葉験方法 に準
じてT 鼠ÅCP活性 の測定 とT R AC腺 色を施し､ 顕微鏡下 にT 鼠ACP陽性多核細胞勢を計測
した ｡
実験結果
3 _1 共存培養系で の破骨細胞形成 に対する メ ナチ ト レ ノ ン と ビタ ミ ンK且の
作用 の 比較
T MS_14と牌細胞 の 共存培養系に 1,25(OH)2D310-8 M を漆加して7日間培養する と
(Fig. 35)､ c o ntrol群 で は著 し いT R ACP活性の 上昇 ､ 及 び m AC臓 性多核細胞の 形成が
罷 め ら れ た o メ ナ チ ト レ ノ ン 及 び ビ タ ミ ン Kl の10
-6
､ 3 宜 10
-6
､ 10
-5 M を そ れ ぞ れ
1
,
25(0印2D3と 同時 に添加し て ､ 3日 毎の 培養液交換条件下 に7日間培養する と ､ メ ナ チ
トレ ノ ン 添加群で は3Ⅹ 10-6 M か らT R A血清性やT R AC 臓 性多核細胞の 上昇 に対する有
意な抑制が認め ら れ ､ 10-5 M では ほ ぼ完全 な抑制が認 め られた｡ こ れ に対 して ビタ ミ ン
Kl添加群 で は ､ い ずれ の用 量 で も 一C O ntr Ol群 と の 間に有意差 は認められな か っ た o
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3-2 共存培養系で の 破骨細胞形成 に対するグラ ニ ル ゲラ ニ オ - lL, と フ ィ ト ー ル
の 作用
メ ナチ ト レ ノ ン の 倒鎖部分の ア ル コ ー ル 体で ある グラ ニ ル グ ラ ニ オ ー ル と､ ビタ ミ
ン 別 の 倒鎖部分の ア ル コ - ル体である フ ィ ト - ル に つ い て ､ 破骨細胞形成 に対する伶周
を メ ナ チ ト レ ノ ン 抑 5 M と比較し､ 『ig. 36, Fig. 37 に示 した o ゲラ ニ ル グラ ニ オ - ル ほ
T R ACP活性及 びT R ACP陽性多核細胞数の _上鼎 を､ 検討 した且0-6､ 3 Ⅹ 且0- 6､ 且O-5 Mの3用
魔 のうち放低用藍から用盈に対応して co ntr ol群 に対して有意に抑制したo
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一 方､ フ ィ ト ー ル は Fig.37 に示すように10-6､ 3 Ⅹ10-6､ 10-5M のい ずれ の 用量 で も
T R ACP活性 に対して は全 く抑制作頗を示さ なか っ た o ま たT R A C P陽性多核細胞の 上昇
に対して は 3x lO-6 M か ら有意な抑制を示したもの の ､ その 程度は メ ナ テ ト レノ ン10-5
M 及び 相当する 用量 の ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ オ ー ル の 作用に比べ る とかなり弱 い も の であ っ
た ｡
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3_3 イ ソ プ レ ン単位数2儲 か ら 7個ま で の ア ル コ - ル体 の構造活性相関
イ ソ プ レ ン単位数2個 か ら 7個ま で の ア ル コ - ル 体 (い ずれ も10
-5 M) の 破骨細胞
形成に対する作用を メ ナチ ト レ ノ ン の且0-5 M と比敬 した と こ ろ(Fi濫. 38)､ イ ソ プ レ ン静
位数4偶 の ゲラ ニ ル ゲラ ニ オ ー ル の み が破骨細胞形成 に柑する抑制作用を示し ､ その 強
さ は メ ナ テ ト レ ノ ン と同程度 で あ っ た ｡
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考察
骨吸収活性測定系 (第4寧) を用 い てメ ナチ ト レ ノ ン と どタ ミ ン Klの 作用を比較し
た結果､ メ ナ テ ト レ ノ ン は 1,25(OH)2D3 やP G E2 に よ る培養液中カ ル シ ウ ム の 上昇を抑
制した が ､ ビタミ ン Klの 添加 は全く影響を与えなか っ た(Fig. 33)o ビタ ミ ンKは生体で
はその ナフ トキ ノ ン骨核が酸化型 一 過元型 - エ ポキサイ ド型の3 つ の 型を循環して おり､
Gla化 は こ の どタ ミ ンK - サイ ク ル と共役して い (『ig.2) (9). ビタミ ン監の 括抗剤で ある ワ
ル フ ァ リ ン は こ の ビタ ミ ン配 - サイ ク ル を阻害し､ そ の 結果血液凝固因子(64)及び骨中非
Glaオス テ オ カ ル シ ン の Gla化(12,13)を抑制するo こ の ワ ル フ ァ リ ン の作周は血液凝固因
子よりも オ ス テ オ カ ル シ ン のGla化を よ り特異的 に抑制する との 報告(114)がある｡ 静官
培養系 で の メ ナテ ト レ ノ ン の 培養液中カ ル シ ウ ム漉度 の 上昇抑制作用が ワ フ ァ リ ン の 同
時抹加 で全く影響を受けなか っ た(Table9)こ とから､ こ の メ ナ テ ト レ ノ ン の作用は ビ タ
ミ ン
●
K -サイク ル を介して い な い ､ すなわちGla化を介して い な い と考えられるo
in vitr oで の 破骨細胞形成を観察する系に は ､ 第5車で 述べ たTakahashiらの 方法(107)
すな わち マ ウ ス 骨髄細胞を月帥､た｡ また 共存培養系にお い て は ､ Str o m誠m胞 と して マ ウ
ス 尿管骨から分離しタ ロ - ン化 した細胞で あるT MS-14c el川 15)を用 い てTR ACP陽性多
模糊胞 の形成を観察した｡ こ れら2 つ の 糸 で の 破骨細胞形成 に対しメ ナ チ ト レ ノ ン ほ周
畳依存的に抑制作周を示したが ､ ビタ ミ ンKlの 添加 は全く影響を与えなか っ たo メ ナ チ
ト レ ノ ン と どタ ミ ンKlは化学構造式上 ナ フ トキ ノ ン骨核を共通 に有 し､ その 3位 に結合
する側鎖の飽和度 の み が異な る(F享g･ 32)o そ こ で メ ナ テ ト レ ノ ン と ビ タ ミ ンKlの 作用 の
差 に側鎖が関与して い る と考え､ それぞれ の 側鎖に相当するア ル コ ー ル体 の作用を共存
培養系 で検討した ｡ そ の 結果メ ナ テ トレ ノ ン の 側鎖部分 の ア ル コ - )i,体 で あ るゲラ ニ ル
ゲ ラ ニ オ - ル ほ メ ナテ ト レ ノ ン と ほ ぼ同程度の破骨細胞形成抑制作周を示すの に対し､
ビ タ ミ ン Klの 倒鎖の ア ル コ ー ル体 で あ る フ ィ ト - )Vは ほ と ん ど影響を与えなか っ た
(Fig. 36, 37)｡ すな わち メ ナ テ ト レ ノ ン の破骨細胞形成 に対する抑制作用は側鎖部分 の
作用 に よ っ て い る こ と が明 らかとな っ た ｡ ま たG la化 に は ビタミ ンK のナ フ トキ ノ ン骨核
が関与して い る こ と よ り､ こ れらの 結果は ､ メ ナテ ト レ ノ ン の 骨吸収抑制作用がGla化
を介 さ な い こ とを示唆して い る ｡
こ こ に認め られ た メ ナチ ト レ ノ ン の作用 が細胞毒性 によ るも のセな い こ とは ､ 第 4
章で述べ たよう に器官培養系 で の 惹起物質 に よ る骨吸収作用が培養系からメ ナチ トレノ
ン ン を取り除く と回復する こ と ､ メ ナテ ト レ ノ ン添加の有無が細胞毒性 の指標 として み
た培養液中 に漏出して く るL D H活性 に影響を与えな い こ と ､ ま た細胞培養系 にお い て
メ ナテ ト レ ノ ン は細胞増殖を抑制しな い こ とな どの成績より明らかである｡
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メ ナチ ト レ ノ ン の 破骨細胞形成抑制に は 側鎖の寄与が大き い こ と を 明らか に した o
そ こ で どタ ミ ンK2 同族体 のうち側鑓イ ソ プ レ ン 単位数2 か ら7 に相当する ア ル コ
ー ル
体に つ い て 作用 を比較し た ｡ こ れ らの 化合物の中で メ ナチ ト レ ノ ン の 倒鎖相当体 で あ る
グラ ニ ル ゲラ ニ オ ー ル の み に著明な抑制作用が認 め られ た(Fig. 38)o こ の こ とは ､ ビタ
ミ ンK2 に ほ 側鎖イ ソ プ レ ン 単位数の遠 い によ り14個 の 同族体 が知 られ て い る が こ れ ら
の 同族体すべ て が破骨細胞形成抑制作用を示すとは 限 らな い こ とを示唆 して い る o
ビタ ミ ンK2 同族体 の 1 つ で ある メ ナテ ト レ ノ ン は骨吸収 お よ び破骨細胞形成を
抑制する が ､ ビタ ミ ンKlは こ れ らの 作用を持 たな い こ と､ ま た こ の 作馴 こ は側鎖の構造
が強く関与して い る こ と を明らか に した｡
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結 語
カ ル シウ ム と結食能を持 つ Gla含有タ ン パ ク質が ､ 血液凝固系だけで なく骨中にも発
見され､ そ のG且a 脚 こ どダ ミ ン Kが必須であ る こ と より､ ビタ ミ ン K と骨代謝との関連
に つ い て注 目され てきた｡ こ の Gla含有 タ ン パ ク質は骨芽細胞で の み 産生 され る こ と か
ら臨床 の場で は骨形成 の指標として測定され て い るが ､ 骨代謝に おける役朝に つ い て ほ
明らか にな っ て い な い ｡ - 方 ビタ ミ ン 監の 骨代謝 へ の 関与に関して は蔑近種々 の 成親が
報告さ れて い る o 著者の グル ー プで は ､ こ れま で に メ ナ テ ト レ ノ ンが どタ ミ ン濫2同族
体の申で 血液凝固糸に おけるGla 化能の最も高い化食物の - つ で ある こ とを明らかに し､
こ の メ ナチ ト レ ノ ン の骨代謝に 掛ナる伸周を検討してきた｡ その結果､ メ ナチ ト レ ノ ン
は骨髄紫症患者の大半を由め る閉経後骨温藤症 の モ デ ル である卵泉摘除ラ ッ トや､ ス テ
ロ イ ド長期投与ラ ッ トで の 骨盤減少に対して抑制作周 のある こ とを見 い 出した｡
本研究で は､ メ ナテ ト レ ノ ン の 骨盤減少抑制作周に関する機序を解明する目的で ､
且) メ ナ テ トレ ノ ン の抑制作F馴こ対する カ)I,シ ウ ム 調節 ホ ル を ン の - つ と考えられ て い
る ビ タ ミ ン D の影響 2) ビ タ ミ ン K の 桔抗剤 で あ る ワ ル フ ァ リ ン によ る抗凝血仲用 の
性差 3) 骨形成に対するG且a含有タ ン パ ク 質の 役割と ど タ ミ ンK の 関与 唾)静官堵
尊系で の骨吸収に対する メ ナテ ト レ ノ ン の 作周 5)骨吸収を担う破骨細胞 の形成 に対
する メナチ トレノ ン の効果 6) 骨吸収に対する メ ナ テ ト レ ノ ン と どタ ミ ンKlの作用比
較､ を検討した｡ 以下 にそ の成練を要約する｡
1)卵巣摘陰によ る骨量減少 に対するメ ナチ ト レ ノ ン の 抑制効果が ビタ ミ ンE3 の 血中
漉度 に より影響を受け るか どうか に つ い て 検討した ｡ 卵巣掃除後 ビタ ミ ン 肋 添加飼料
”(＋))又は非漆加飼料 p (-))で飼育しメ ナ テ ト レ ノ ン を混餌 で投与して且2週後 の 血祭中
成分及び大腿骨の変化を観察した. その結果 D(＋)飼育の メ ナ テ ト レ ノ ン投与群で は血祭
中25-Om,D3 濃度が卵巣掃除対照群に比して1･5倍高値を示したカ予､ D(一 輝 育群 で はメ ナ
テ トレ ノ ン投与に よ る血祭中25-0 田- D3 濃度 へ の 影響は認められなか っ た o ま た大腿骨
で ほ骨密度及びD EXA法で測定したB MC, B M DはD(-)飼育､ D(＋)飼育群共 に卵巣摘除によ
り低下 し､ D(＋トメ ナ テ トレ ノ ン 投与 により こ れらの パ ラメ ー タ の 低下 は い ずれ も骨幹
部で有意 に改善された｡ しかしD(-)飼育群で はメ ナチ ト レ ノ ン の効果は明らかで ほなか っ
た ｡ 以上 の 成凍ほ メ ナチ ト レ ノ ン ほ血中 ビ タ ミ ン 払 濃度が高い 場合 に骨 に対する効果
を よ り発揮しやす い こ と を示して い る ｡
2) ビタ ミ ン K の 括抗剤である ワ ル フ ァ リ
1
J:の 抗凝血作用 の発現 には性差があり､ 雄
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に比 して雌 で は こ の ワ ル フ ァ リ ン の 件周 が発現 しにく い こ と ､ ま た こ の 性差 ほ雌の性成
熟の時期 と 一 致 して現れ る こ とを明らか に した . 雄を卵巌嫡除する と ワ ル フ ァ リ ン の 抗
凝血伶周ほ雄と同様に発現 したが ､ こ れ ら の ラ ッ トに女性ホ ル を ン で あ る エ ス ト ロ ゲ ン
を投与する と ワ ル フ ァ リ ン の件周は消失したo また雄に エ ス トロ ゲ ン を投卑して 屯 ワ ル
フ ァ リ ン の件周は消失 した｡ こ れら の結果から､ ワ ル フ ァ リ ン投与 によ る抗凝血作周 ､
すな わち ビタ ミ ン K欠芝症状ほ ､ 雄 に比 し て 雄で発現し にく い 現象で あり､ 女性ホ ル モ
ン が関与して い る こ と が明か とな っ た｡ さ らに ､ 血中 ワ ル フ ァ リ ン濃度が エ ス トロ ゲ ン
投与に より影響を受けなか っ た こ と より､ 女性ホ ル モ ン が ビタ ミ ン K の 吸収､ 代 凱 排
壮 に影響を与え､ そ の 結果体内の ビ タ ミ.ン K塞が増加しワ ル フ ァ リ ン作周の減弱 に つ な
が っ たもの と推察された｡ 骨代謝 に おける女性ホ ル モ ン の 重要性 に つ い て は広く知ら れ
て い る ｡ 本章で 明か とな っ た ワ ル フ ァ リ ン 投尊に よ る低プ ロ ト ロ ン ピ ン 血痕の聴現 に性
差があり､ それ に は エ ス トロ ゲ ン が関与し て い る との 成親 は ､ ビタ ミ ン 毘と女性 ホ ル モ
ン と の 関連を示唆すると思われ る｡
3) 骨形成 に対するGla含有タ ン パ ク質 の 役割を明らか にする 目的で ､ 骨費由移植 に
よ る骨形成実験を待 っ た o すなわ ち ､ 脱灰骨粉移植ラ ッ トを対照群 と ワ ル フ ァ リ ン 投尊
群 に分け､ 移植骨粉の骨形成を35日間観察した｡ 対照群 で は脱灰骨粉申 の カリレシ ウ ム と
Gla の 増加時期は - 執 し､ 移植 35日目まで雨着とも ほ ぼ直線的に増加した o しか しワ)i,
フ ァ リ ン投与群 で はGla畳 の増加 は対照群 に 比 し有意に抑制され たが ､ カ ル シ ウ ム塵 は
逆 に対照群 に比 し有意 に増加した｡ 組織学的検索 に よ る骨形成 の 過程 ほ両群間 に差 は認
められなか っ た ｡ こ の こ とよ り､ ¢1a含有タ ン パ ク 質は カ ル シ ウ ム の 増加を促進する の
で ほなく､ む しろ骨形成に 掛ナる カ ル シ ウ ム の 調整に関与する こ とが推察されたo
4) 骨吸収 に対する メ ナテ ト レ ノ ン の 件周を マ ウ ス 深頂骨を伺 い た 器官培養系で検討
した｡ メ ナテ トレ ノ ン は 1,2 5(O H)2m ,PGE2, 臥 - は , P T Hに よ る骨吸収を用量依存的に抑
制した. 臥 -1α はpGE2 産生 を介する骨吸収惹起物質であり､ メ ナ チ ト レ ノ ン ほ こ の
RJ-1α によ るpGE 2 の産生も同時 に抑制した｡ すなわち ､ メ ナチ ト レ
.
) ン はPGE2 産生抑
制を介する骨吸収抑制作用を持 つ こ と が明かと な っ た ｡ また 1,25(OB)2D3, P T Hな ど
pGE2非依存性の骨吸収 に対し て も抑制作用を示した こ と よ り､ pGE2 産生抑制以外 の機
序 の 関与も示唆された｡
5) 破骨細胞 の形成 に対する メ ナチ ト レ ノ ン の 作用を マ ウ ス 由来 の骨髄細胞培養系を
用 い て検討 した｡ 骨髄細胞を前項 で示した種々 の 骨吸収惹起物質と共 に7日間培養す る
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とr 陀 ÅC銚艶色陽性の破骨細胞様細胞が多数形成さ れ た｡ メ ナチ ト レ ノ ン を惹起物質と同
時に漆加して7日間堵餐する と破骨細胞棟細胞の形成は周蚤依存的に著しく抑制され た ｡
さら に培養7日間のうち濃後 の3日間にの み メ ナチ ト レ ンを漆加して も7日間添加と同程
度 の形成抑制が静め られた｡ これらの 成親から､ メ ナ チ ト レノ ン は破骨細胞形成を介 し
て骨吸収抑制伶周を示すこ と ､ またその 館周時期ほ破骨細胞形成過程の増殖期で はなく
分偲融食期である と考えられたo
6) ビタ ミ ン監は天然 に は ビタミ ン監2の 他 に ビタ ミ ン監且が存在する ｡ in vitro に 掛ナる
骨吸収凝で メ ナチ ト レ ノ ン と ビタ ミ ン監且の 伶欄を比較した｡ メ ナテト レ ノ ン ほ 4) ､ 5)
で述べ たように器官堵餐系で の骨吸収や､ 破骨細胞形成に対して著し い 抑制作周を示 し
たが ､ ビタ ミ ン監1は全く抑制を示さなか っ たo こ の メ ナチ トレ ノ ン の 骨吸収抑制作周ほ
ぞ の抵抗剤である ワ ル フ ァ リ ン によ っ て影響を受けなか っ た ｡ さらに ､ それ ぞれ の ビ タ
ミ ン監の 側鏡部分 に相当するア ル コ - )V体で破骨細胞形成に対する作周を比牧すると ､
メ ナチ ト レ ノ ン の側鎌瀬当俸である ゲラ ニ )i,グ ラ ニ オ - ル は著し い抑制作用を示すの に
射し､ ビタミ ン監1の側観相当俸である フ ィ ト - ル で ほ軽度 の抑制しか認 めな かっ た o こ
れらの結果より､ メ ナチ ト レ ノ ン の 骨吸収抑制作周 はナ フ トキ ノ ン 骨核 の関与するGla
化を介する伶周で はなく ､ 倒鎖部分の関与によ る機序 が働 い て い るも の と推察された｡
以上 ､ 本研究から骨登城少抑制作周を持 つ メ ナ チ ト レ ノ ン の作用機序として ､ カ ル
シ ウ ム 調節ホ ル 茸 ン と言わ れて い る ビタミ ンD3 と骨豊維持 に重要な役割を持 つ エ ス ト
ロ ゲ ン な どと関連して奏効する こ と ､ メ ナチ ト レノ ン は骨吸収抑制作周を持ち ､ その -
部 はp G E2産生抑制を介する こ と､ さら に その骨吸収抑制件馴ま破骨細胞形成を抑制す
る こ と に よ る こ とを明か に した｡ また これ ら骨吸収及び破骨細胞形成 に対す る作用 ほ
Gia化 を介する の で は なく､ 側鎖部分が関与する こ と を明らか にしたo
69
謝 辞
本給文の作成 に際して終始御懇倦な る御指導､ 御鞭捷を賜 わりました千乗大学薬学
部 薬物学教室 佐藤哲男教授に慎 ん で謝意を表します｡
成人病診療研究所 白木正孝先生 に ほ ､ 器官培養系で の メ ナチ ト レ ノ ン の 作周 を検討
する に あたり御助言を い た だくと と も に骨代謝に つ い て多く の こ とを敢えて い た だき ま
した｡ 東京医科歯科大学歯学部 森田育男助教授には骨穿細胞 の俵尊及び細胞培養の 技
術を御指導い ただく ととも に ､ メ ナテ トレ ノ ン件周磯序 の解明 - の御助言を い た だき ま
した｡ お二 人 の先生方の暖か い 御指導と御助言 に凍謝 い た します｡
本研究 の機会と発表の 許可を与えて い た だきま し た エ - ザ イ株式会社 内藤晴夫 社
長､ 並 び に大野雄二 研究開発本部長に深く感謝 い た します｡
本研究 の当初 より熱心な御激励と御助言を い た だきました研究二部 田鶴欽弥 部長
並びに本研究 に直接 の御指導を い た だき､ また本給文の伶成 に際して細部 にわ たり御助
言を い ただきま した研究二部 薬物評価豊 中村哲也 室長に深く感謝 い た します｡
本論文 は約 ユ 0年 にわ たる研究成凍をまとめ たも の で す｡ 当初､ 骨代謝に対する知
識が乏しか っ た私を励ましを が らず っ と共 同研究者 と して ､ また上 司 と して常 に暖か い
御指導､ 御助言 ､ 御協力を直接 い ただきました秋山康博 主任研究員に は ､ 本論文を ま
とめ る にあたり､ 深く感謝する と共 に心より御礼申し上げます｡
研究に御協力を い ただきました大川功氏､ 富字賀 孝民､ 小林正敏氏､ ならび に実験
実施およ び論文投稿に御協力 い た だきま した/j､林慎 一 氏 ､ 山内晴子さ ん ､ 三留伊規子 さ
ん ､ 樋 口 由紀恵さ ん に御礼申し上げますこ
最後に ､ 研究二部の 関係各位 の御協力 に厚く御礼申し上げます｡
70
参 考 文 献
1･ She ar erM J, Alla 皿V, Haroo mY andBarkha nP:Nu由也o n a且aspe cts ofvitamin K in 血e
hu m a n･ Ⅰn:Vita mi皿 監 m etabolis m a ndvitamin a-depe nde nwキOtein s(Ed･Suぬe3W)･
Univ er sityParkPr es s, 協altim o repp317-327(1980)
2. 坂野俊行, 野津本茂, 長岡忠艶 森本風 藤本恭子, 増田佐智子, 鈴木由紀子,平内三
政:蛍光検出高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ - 法によ る食品中の ビタ ミ ン濫類 の測定.
ビタ ミ ン 62, 393- 98(1988)
3. 汲a m ota rK, Co nly甘M , Chubb ”a ndLo uieTJ:Pr odu ctio n of m e n aqu m o n esbyinte s血 al
ana e r obe s. ” nfe ctD is且50, 213-218(1984)
4･ Co nly才M and Stein E:Quandtadv e a ndqu alitativ em e as u re m e nts of avitamin sまnhu m a n
intestin alc ontents. Am I Gastro e ntero187, 31 ト316(1992)
5. 平内三政 , 坂野俊行, 野津本茂, 長岡忠義, 森本厚, 藤本恭子, 増田佐智子 , 鈴木由紀
子:蛍光検出高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ - 法 に よる食品中の ビタ ミ ン濫類の 測定.
ビタ ミ ン 63, 147-151(1989)
6. Da m”:Cu V. Ⅵ1e a ntiha e m o rrhagic vitamin of 蝕e chick. Bio che mI 29, 1273-1285(1935)
7. Ste nnoI
,
Fe r nlu nd P
,
Ega nW a nd Ro epsto rff P:VitaminK dependentm odific ado n s
'of
glutamic a cidr e sidu e sin pr othr o mbin. Pr o cNatlAc adSciUSA71, 2730-2733(1974)
8. ShahDVa nd SuttieJW:The vitamin A depe nde nt,in vitr opr odu ctio n ofprothrombin･
Bi∝ he mBiophys Re sCo m m u n60,1397
-1402(1974)
9. SuttieJ W:VitaminK . In:Thefat-s oluble vita min s(Ed. D ipl∝k ÅT). Te chno micpublishing
Co. In c. , Lan c aste rpp225-311(1985)
10. Ha u s chkaPV, LianJB a ndGallopP M:Dir e ctidemi fic atio n of the calcium
-bindinga min o
a cid,y- c arboxyglut am ate,in min eraliz edtis s u e･ Pr o cNatl Ac ad SciU SA 72, 3925
-3929
(1975)
11. Pric eP A, Po s erJ WandRam an N:fh
･im arystr u ctur e of dieY
- C arbo xygluta mic
a cid-c o ntaining pr oteinfr o mbo virl ebo n e. Pro cNad Ac ad SciUS A73,3374
-3375(1976)
71
1 2. Pric eP A
,
W illia m s o nM Ka nd Lo血dnge rJ W:O dgin of 也e vitamin K-depe nde nもbo m e
pr oteinfo u ndinplas m a a nd its cle a r anc ebykidn ey andbo n e･ ∫BioI ahe m256,
127 60-12766(1981)
13. Me n o nR K, Gill i)S, Tho m a s” , Ke m off P B Aa ndDa ndo n aP:Impai托dc arbo xyla也o n of
o ste o calcinin w arfhrinぺr e atedpatie nts. I Clin End∝ rinoI Metab 64,59-61(1987)
14. P ric eP A:Vita min K -dependentfor m atio n of bo n eGlapr otein (oste ∝ alcin)and its
fun ction. Vitam Hor n42, 65-108(1985)
15. Ha u s chkaP Va ndCa rrSA:C alciロm -depe nde nt α -helicalstr u ctur ein o s腔 o c aユcin.
Bio chemis町 21, 2538-2547(198 2)
16. Pettifo rJM a ndBe n s o nR:Co nge nitalm alform ations asociated with 払e,adminis馳由o n of
or ala ntic o agula ntsduring pr egn a n cy. I Pediatr86,459-462(1975)
17. W arka nyJ:A w arfArin embryopathy?･ Åm ∫DisChiid 1 29, 87
-288(1975)
18. H al l JG, Pa uli R Ma nd W ils o nE M:Mate mala nd fecals equ ela e of antic oagulatio n血rinB
pr egna n cy. Am J Ned 68,122-140(1980)
19. HartJ P, She are rM J, Kle n e r m an i, Catte rall A, Re e v eJ, Sa mbr o ok P N, Dodds RA,
Bite n skyL andChaye nI:Ele ctr∝hemic al dete ctio n ofdepr e s s edciT C ula血gle v els of
vita minKlin o ste oporo sis. ∫ClinEndocrin oIMetab 60, 1268-1269(1985)
20. Bite n skyL, 技artJP, CatteranJA, 詞odgesSJ, Pilkingto nM Jand Chaye nI:Cir c uiating
vitamin Kle v elsinpatie nts withfra ctures. IBoneJointSu rgBr70- B,6 63-664(1988)
2 1. Hodge sSJ, PilkirlgtO nM J,StampTC B, Catteral1 A,Shea r e rMJ, Bite nskyi a nd Chaye nI:
Depr e ss edle v els ofcirc ulating m enaqulhon esinpatie nts withoste opo roticfr a ctu res of the
spin e a nd fem oraln e ck. Bone12,387-389(1991)
22. Hodge sSJ, A ke s s o nK, Vergn a udP, Obr antK a ndDelm asP D:Cir c ulatingle v els of
vita min Xl a nd K2de cr e as ed in elderly w o m e n withhipfra ctu re. JBone M in erRe s8,
124 ト1245(1993)
23. Kn ape nM H J, Ha m ulyak Ka nd Ver m e e rC:Ⅵ1eeffectofvit amin K s upple m e ntado n o n
circ ulatingo ste ∝ alcin(bo n eglapr otein)andurina rycalcium ex c retion. Annlnter nM ed 1 1,
100ト1005(1989)
7 2
2 4･ Km ape nM 朋J,∬ie監G,､閑a m ulyak 監a nd Ve m e c ra:Vitamin a-in血cedcha nge sin
m arkersfo r o ste oblasta ctivityand u rin a ryc alciu m且o s s. Calcif Tis s u eInt53,8l･85
･
(1993)
25･ 秋Lu 康博, 原 久仁子, 松本 鼠 高橋寿美子, 田島鉄弥: ビタ ミ ンK2 同族体のin
viv oで の 効力比 晩 節5回 ビタ ミ ンK機能セ ミ ナ ー 糾 7(1989)
2 6･ A 虹ya m aY, 閑ar aK, O hka w ala nd Tajim aT:Effe cts ofm e n ate馳 n o n e o nbo nelo s s
indu c ed byova rie cto myinr aes･ 3pnIP har m a co162, 145-153(1993)
2 7･ Ha raA, A kiya m aY, Ohka w ala ndTajim aT:Effects of m e n atetre n o n e o n
prednis olo n e-indu ced bo n elo s sin r ats. Bo n e14,813-818(1993)
2 8･ 折茂艶 藤田拓乳 小野村敏倍, 井上哲郎, 串田 一 風 白木正孝:骨観察症に対する
Ea-0167(Me n atetre n o n e)の 臨床評価 - ア ル フ ァ カ ル シ ド ー ルを対照 と した臨床第ⅡⅠ
相多施設二重首検比較試験 - . 臨床評価 20,45-100(1992)
29･ Aitke nJ M
,
H･artD MandLinds ayR･:Oe str oge n repla c e m e nt ther apyforPr ev ention of
o ste opo r o si afte r o ophore cto my. BrMedI3,515-518(1973)
S OT He a n eyR P, Re ckerR RandSavilleP D:Me n opa u s alcha nge sinbo n e r e md eling.∫Lab
Clin Ned 92,964-970(1978)
31･ Linds aya, marlDM , Aitke nJM , Ma cDo n aユdE B, Anders o nJ Ba nd ClarkeÅC:L･ong-ter m
pre v e ntio nofpo stm e n opa us alo ste opo r o si byo e str oge n. La n cet1, 1038-1040(1976)
32･ Bar zelUS:Estr oge n sinthepr e v e ntio n a nd也℃abTle ntOfpo stm e n opa u s alo ste opor o sis :A
Re vie w. Am I Ned 85,847-850(1988)
33･ OIs o nR Ea nd SuttieJ W:Vitamin K a ndyI C arbo xygluta m atebio synthe sis. Vitam Hor m35,
59-108(1977)
34･ Pric ePA a ndBatlkoISA:1,25- Dihydro xyv lta minD3in cre as e s synthe sis of the vitamin
K -depe nde ntbo n epr oteinbyoste os ar c o m a c ells.J BioI Che m255, 11660-11663(1980)
35･ Cele steA J
,
Ro s e nV
,
Bu e cke rJL
,
KiizR
,
W a ngE Aand Wozn eyJ M:Is olatio n ofthe
hu m ange n efo rbo n eglapr otein utiliz ng m o us e andr atCD N Aclo n e s. E M BOI5,
1885-1890(1986)
73
36. P ric ePA, Parthe m o reJG a ndⅠ)efto sLJ: New bio che mical m a rkerfo rbo n e m etabolism ･I
Clinln v e st66,878-883(1980)
37. Delm asP D:Bio che mic alm arker s of bo n e飢ユm O V erfo r也e c血ic由1a ss es s m e 皿もOf m etabolic
bo n edis e a s e. Erldocrin oI Metab Clin No r払 Am 19, 1- 且8(1990)
38. Nor m a nA Wa ndHe n ryH L:Vitamin D: Metabolis m a nd m e cha nis m of actio n･ Ⅰn :Prim e r
o nthe m etaboBcbo n edis e a s eand dis orde rs ofmin e T al m etabolis m(Ed. byFa v u s, ” .甘･)
2nded. pp63
-70(1993)
39. Be r esfo rd JN, Gal1agherJ A, Po s e rJ Wa nd Ru ss ell RG G: 馳oduc由)a ofoste ∝ alcinby
hu m a nbone cellsin vitr o. Effe cts of 1,25(OH)2D3, 24,25(O H)2D3, pa rathyr oid ho m l O n e,
a ndglu c ∝ o rtic oids. Metab Bo n eDis 良 Rel Res5,229-234(1984)
40. LianJ B
,
Co utts M and Ca n alis A:Studie s ofho r m o n a且Tegulatio n ofo ste o c alcin synthe sis
in c ultu r ed fetalr atc alv aria e. IBioIthe m 260,8706-8710(1985)
41. Lia nI, Ste w artC, Puchac zE, M a cko wiak S, Shalho LlbV, CollartD,Za mtx5td aa ndStein
G:Str u ctur e of也e r atoste ∝alcirlge n e a ndregulatio n ofvitamin D
-depe nde nte xpre s sion･
pro cNatl Ac 礼dS°iUSA 86, 1143-1147(1989)
4 2. Bels eyA, DeLu c aH 『a nd PottsJr 汀:Co mpetitiv ebinding a ss ayfor vitamin D and
25-O H-vita minD. I ClinEndo crinoI Metab 3 3,554-557(且97且)
43. Va nde rste e nho v e nJJ, DeLustroF A, Bell N Ha nd Tun e rR T:Oste oindu cdo nbyimpla nts
ofdemin e ralizedal1ogeneic
･bo ne m a血 isdiminished in vitaminD -derlCie n宅r atS･ C 由cif
Tis s u elnt 42
,
39-45(1988)
44. Wr o n ski TJ, Lo w ryP L, W alsh C Candlgn a sze w ski L A:Skeletalalte r atio n sin
ovariecto miz edr ats. C alcifTis s u eht3
'
7,324-328(1985)
4 5. 戸苅彰史, 新井通次, 社本昇弘, 坂井譲, 新谷澄男,広 中正敏, 近藤島 松本昌世:ラ ッ
トにお け る骨お よ び切歯石灰化 に対する卵巣摘出 の効果. 愛知学院大学歯詰 26,
45ト463(1988)
46. KaluDN, LiuC C, Hardin R Ra nd Hollis BW:The agedr at m odelofo v aria nho r m o n e
deficie n cybonelo ss. End∝ rin ology124, 7-16(1989)
74
47･ Å m m arlnP, Rizz oli A, Slo s m a nD a nd 迅o nj
.
O ur3-P:Sequ e ntialandpre cis ein viv o
m e asure m entof bo n e min er al de n siyin rats u sing 血al- e n e rgyX-r ay abs o桝 O m egy･
●
3 Bo n eM in e rRes 7, 31 1-3且6(且992)
48･ Po n cho na, Ke n n a nA La nd 伽Lu c a斑『:-
-
Åcdv atio n” ofvitaminD bydieliv e r. IClan
Ⅰnve st 48, 203 2-2037(1969)
49. Blu ntJ W, DeLu c a肝 a nd Schn o e sH K:25-Hydr oxychole c alcifer ol. Abio且ogic弧ya cdv e
m etabolite ofvita min D3. Bio chemistry 7,3317-3322(1968)
50･ M a s udaS
,
Oka no T and Kobayashi T:A m e伽 d forぬe sim ulta n e o u s血紐Ⅲnぬado n of
vita min sD2
,
D3a ndtheir metabolite sinplas m a a ndits applicatio ntoplas m a s a mples
oba血edfr o m n or m aユsubjects andpatie nts. Fo od Che m 45, 215-225(1992)
51. M a w e rE B, Lu mbGA,SchaeferK andStanburyS W: 馳 e m etabolis m ofis o!opical1y
labelledvぬminD 3 in m a n :1mein幻､u e n ce og血e state ofvitamin Dn utritio n. C 払 Sci 40
,
39-53(197且)
52. K im m el D Ba nd Wronski TJ:No ndestn ユCtiv e m e a s ure m e ntofbo n emin eral infe mursfrom
o v arie cto miz edr ats. Calcif Tiss u eⅠnt 46, loレl10(1990)
53･ Har aK
,
A kiya m aY, Taj
'
im aT a nd Shiraki”:Me n atetT e n O n einhibitsbo n e r e s orpt1 0 nPardy
thr o ugh inhibitio n of PGE2synthe sisin vitro. I Bo n eM in e rRes8,535- 42(1993)
54. 腰原康子, 星和子, 白木正孝:活性型 ビタミ ンK 2 (メ ナ キ ノ ン 4) によ る培養ヒ
ト骨芽細胞の 石灰化促進作ノ乳 医学の あゆみ 161,439-440(1992)
55･ To m l ugaT, Kobaya shi M, Nakajim aY, Be s sho M, Katoh Y, Har aK, A kiya maY,
Naka m u r aT a nd Tajim aT:Effe cts of m e n ate 紙 none onthede cre a sein calciumb alanc e
indu c edbyvita minK-deficie ntdietands odiu mlo adingln rats. JpnI P ha m a c o165, 35-43
(1994)
56. Kalu D N
,
LiuCC,Sale m oE, HollisB, Echo nR aJldRayM:Skeletalr e spo n s e of
o v arie cto miz edr atstolow and highdo s e s of 17β-e str adiol. Bo n eM ine r14, 175- 187
(1991)
57. M ats chinerJT andBell RG:Effe ctofs ex a nds exhorm on es onplasm apr othr o mbin a nd
vitamin K deficie n cy. Pr o cSo cExpBioIMed 144, 316-320(1973)
75
58. Mats chin erJTa ndW ulingha mA 濫:Ⅰnnu enc e ofs exho r m o n e s o n vita min 監 deficie n cya nd
epoxidation ofvitaJninK in 血e r a t･ 5 Nu tT104, 660⊥665(1974)
59. UchidaK, ShikeT, Kaku shi H, Takas eH, No m ur aY, Ha r a u chi Ta ndYo shiz aki T:Effe ct
ofs e xho r m one s onhypopro払r o mbin emiaindu c ed byN
- m e血yltetrazoledlio且in r ats･
ThrombRe s39,741-750(1985)
60. M ats u u r aM
,
Satoh S, Taka n oK, fiar a u chi T, Yoshiz aki T, 監obaya shi F, M ats uba r aTa nd
UchidaK:Vita min K- re v ersiblehypoprothr o mbin emiain r ats 耳･ Se xdiffe re n c esin 血e
de v elopm e nt of hypopr o血rombin emia a nd也e effe cts of beta
-1a cta m a ntibiodcs･ JpnI
P ha m a c o146,303-310(1988)
61. Bar n e sR Ha nd Fiala G:Effe cts of 也epr e v erltion ofcopr ophagyin 血e r at･ I NutT 68,
603-614(1959)
62. 駒井三千夫, 白川仁, 木村修 - : ビタ ミ ン K欠乏 モ デ)I,と ビタ ミ ン K の 動態. 節3
回 ビ タ ミ ンK機能セ ミ ナ ー ､ 飯食輝子､ 浜本洋子､ 三上貞昭編､ エ - ザイ ､ 束京
pp28-35(1987)
63. Ko mai M,S hir aka w a班 a nd K im ur aS:Ne wlyde v eloped m odel fo r vitamin K deficiencyl n
germfre e mic e. IntI VitNutrRes58, 55-59(1988)
64. Whitlon D S, Sadow ski JAa ndSutdeJ W: Me cha nis m ofcoum arin a ctio n:Signific a n c e Of
vitamin K epo xide r edu cta s einhibitio n. Bio chemistry 17, 137ト1377(1978)
65. 秋山康博, 原 久仁子, 加藤義則, 滝沢貴美枝, 田島鉄弥, 篠 光正: ワ ル フ ァ リ ン
投与低プロ ト ロ ン ビン血症ラ ッ トで の メ ナキノ ン ー4とメ ナキノ ン ー7の 効力比較.
ビ タ ミ ン 61,605-609(1987)
66. Shah D V,Sw a n s o nJCa ndSutdeJ W:
●
A bn orm alprothrombinin the vitamin K -deficie nt
rat. T br o mbRes35, 451-458(1984)
67. Labhsetw a rA P:Ageingcha ngesinpituita ry
-o v aria n r eladonships･ ∫Reprod PertSuppl
12
,99-117(1970)
68. Win nM Ja nd Park B K: ne effe cts of 17β-o e stradiolo rte sto ster o n e o nthe r e spo n s eto
S- w arfarin n c astratedmale r ats. ∫Pha m Pharm a c o139,958-960(1987)
76
69･ ∬ollyD W, Cr aiga andNels o nJr 潤 :Estroge n a ndpr o血r o mbin synthe sis : effe ctof
e stroge n o n abs o rptio n ofvitamin Kl. Å m I Physio1232, H 12-H 17(1977)
70･ Pla ntalech i, Guilla um ontM , Vergn a udP, Le cleI℃q ” a ndDelm a sP D:Impaim e ntof
ga m m acarbQXylation ofcirc ulatingo ste ∝ alcin(bo n eglaprotein)in elde rly w o m e n. I Bo n e
M ine rRe s6
,
121 ト1216( 91)
7 1･ Pla ntale ch LC
,
ChapuyMC, Guilla um ontM ,C hapuyP,LB Cle rq ” a ndⅠ)elm asP D:
Ⅰmpair edc arbo xylatio n ofs er u m o ste ∝ alcipin elderly w o m e n:Effe ctof vita min Kl
tre atm e nt･ In:Oste opor o si , E ditedbyChristia ns e n(二andOve rga ard K, Oste opre s s,
Cope nhage npp345-347(1990)
72･ Otawar aY a ndPric eP A:De v elopm e ntalappear an c eof m atdxGlapr oteindu ring
c alcific ationinther at. ∫BioI Che m 261,10828-10832(1986)
73･ H a u s chkaP VaJld GallopP M:Pu riFI C a也o n a ndcalchm binding pr opte rtie s ofo ste o c alcin･
They- c a rbo xygluta m ate c o ntainin苫PrOtein ofbon e. In:Calciu mbinding PrOteins and
c alciu mfu n ctio n(Ed. W a ss er m a n,R. H. , etal). EIs e vierNorth Holla ndⅠn c. , Am sterda m
pp338-347(1978)
74･ Ha u s chkaP Va ndReid M L:Tim edappe ar a n c e ofa calciu m-bindingpr otein c o ntaining
γc arbo xyglutamic a cidinde v elopingchickbo n e. De vBio1 65,4261434(1978)
75. P ric eP Aa nd W illia m s o nM K:.Efe cts ofw arfarin o nbo n e. I BioIChe m 256, 12754-
1 2759(1981)
76. Reddi A Ha ndⅠiuggl n SC
･
. Bio che micals equ e n c e sinthetr a n sfor matio n ofn o mal
fibr obla stsin adole s c e ntr ats. Pr o cNatl Ac ad SciU SA 69,1601-1605(1972)
7 7. Ku w ada M aridKatayam aK: An impro v edm ethod fo rthedete r min atio n of
y- c arboxyglutamic a cidinproteins,bone, and urin e. An al Bio che m 131,173-179(1983)
78. Ste n oJ a ndSuttieJW:Vitamin K -depende ntfo rm atio n ofγc arbo xygluta mic a cid. Ann u
Re vBio che m 4 6, 157-172(1977)
79. Ts uts u miC, 日o s oya N a ndMoriu chiS:The changes ofboneγc arbo xygluta mic
a cid-c o ntal nl ng Pr oteininbo n e a nds e ru m ofde v elopingchick･ J NutrSci Vitamino1 29,
643-654(1983)
77
80. Ha u schkaP Vand 沢.eid 弧J:Vitamim 監 depe nde n ce ofa c alciu m
-binding pr otein c o nta m lng
y-c arbo xyglutamic a cid in chicke nbo n e. I BioIChe m 253,9063
-9068(1978)
8 1. P dc eP A, Eps陪inD J,L･o出 血geFJ W, Nishim otoSK, Po s erJ Wand Wilha m s o 皿M 監:
Str u ctu r e a ndfunctio n of血evita min A-depende ntpr otein ofbone. In :Ⅴ主tamin a
m e n abolis m andvitamin a -depe nde ntpr otein s(E d. Suttie,I. W .). U血iv e rsityPa rk Pr e s s,
Baldm orepp219- 226(1979)
82. P ric eP A, W illia m s o nM K, HabaT, 伽n R Band Je eW S S:Exc es siv e min eraliz atio n with
gr o wthplate clo s ur einr ats o n chr o nic w arfdntr e atm e nt. Pr o cNatl Ac ad SciU S A79,
7734-7738(1982)
83. Lia nJ B, Tas sin ari Ma nd Glo w a cki I: Res orptlO n Ofimplanted bonepreparedfrom n o m al
a ndw arfarin-tr e ated･r ats. I Clinlnv占st 73,1223-1 226(1984)
84. FeteihR, Tas sin ariMSa ndLian甘B:Effe ctofs odiu m w arfa rin o n vitamin監 -depe nde nt
protein s a nd skeletal de v elopm占nti血the r atfetu s. I Bo n eM in e rRes5,885-894(1990)
85. Pasto u r e a uP
,
Vergn a ud P, Me u nierPJa nd Delm asp D: Oste ope nia a nd bo n e,re m odeling
abn o m la it主e sin w a rfarin-b,B ated la rnbs. IBo n eMin erRe s8,1417- 1426(1993)
8 6. Po s e rJW a nd P ric eP A:A m ethodfo rde c a rbo xylatio n ofy-c a rbo xyglutamic a cidin
pr otein s. Pr ope rtie s of 也ede c arbo xylatedy-c arbo xyglutamic a cidpr oteinfr o m c a好bo n e
J BioI C he m 25 4
,
431-436(1979)
87. Ro mbergRW, W er n e ssPG, Rig gs B La nd Ma n nK G: hhibitio n ofhydr o xyapatite crystal
gr o wth bybo n e-spe cific a ndother c alciu m-binding pr otein s. Bi∝he m lStry 25,1 176
-1180
(1 986)
88. Kivirik koKI, bidn e n0a ndPfo ckopD J:Modi丘c a也o n s ofa spe cific a ss ayfo r
hydr o xypr olin ein urin e. Anal Bi∝he m 19,249
-255(1967)
89. Raisz LG:Bone r es orpt10 nintiss u e c ult re. Fa cto r sinnu e n clng the r e spo n s eto
◆
par athyroid ho rm o n e. IClinInv e st 44, 103-116(1965)
90. H offm a nrl0, m a u shoferK, Gleispa ch ”, Le isH J, LugerT, Rolle rK a ndPete rlik M:
G am m ainterfero ninhibitsba sala ndinte rle ukin1-indu c edpr o staglandinpr odu ctio n and
bo n e r e s orptlO nin n e o n atalm o u s e calv aria. BiKhe mBiophysResCo m m u n143,38-43
(1987)
78
91･ Sato A
,
Fujii Y, Ka s ono a, Saji” ,Ts u shim aT a nd Shiz u meK:Stim u且ado n of
●
pro staglandin E2 a nd bon e res oTPtlOqbyTe C O mbin anthu maninterle ukin1aipha主nfecal
m o u s ebo n e s･ Bio che mBiophys ResCom m u n且38,618-624(1986)
92･ A kats uT, Takahashi N, U daga w aN, Ⅰm a m u r aa, Yam agu chi A;Sato監 , NagataN and
Suda:Role ofpr o stagla ndim sinintede ukin-1-indu c ed bo n e r es o rpt1 0 nin mic ein vitr o.
J Bo n eM ine rRes 6, 183-19 0(1991)
93･ Ste w artPJand St甜 1PH:Vertebr albo n e r es o rptl O nin vitr o:Effects ofparathymi d
●
horm one
,
c alcitonin･1,25-dihydr o xyv lta min D3, epider m algr ow血fa cto r,pr o stagla ndin
4
E2 a nde str oge n. CalcifTiss ueIn℃ 40,2ト26(1987)
94･ Hoffm a n n0, Kla u shoferK, Rolle rK a nd Peterlik M:Pr o stagla ndin-related bo n e
r e sorptl Onin c ultured n e onatalm o u s e c alv da:e valuation of biopote n cyofn o n ster oidal
a nti-innam m atorydr ugs. Pro stagr a ndin s30,857-866(1985)
95I Die出ch J W, Go ods o nJ MaridRais zLG･･S 丘m tlladon of bo n e r e s orpt1 0 nbyv ario u s
pro staglandinsin o rgan c ultu r e. Pr o stagr a nd ins 10, 231-240(1975)
96･ SternP Ha nd Kriege rN S:'Co mparis o n offetalr atlimbbo n e s a nd e onatalm o u s e calv aria:
Efects ofpar athyroidho r m o n e and 1,25-dihydr o xyv lta min D3. Calcif Tis s u ehit 35,
172- 176(1983)
9 7･ Rais zL G, Bergm a n nPJ, M o ningu e zJH and Pric eM A:Enhan c e m e ntofpar a血yr oid
horm o n e-s 血 ulated bo n e r es orptionby poly-i-1ysin e. Endo crin ology105, 152-155(1979)
98. Go w e nM
,
WoodD D,ⅠhrieEJ, McGuire MK Ba nd Rt】s s ellG G: An intele ukin1 likefa ctor
stim ulate sbon e r es o rptio nin vitro. Natur e306,378-380(1983)
99･ Go we nM andMu ndyGR:Acdo n s ofr ec o mbin a ntinterle ukin1,interle uk in 2, and
interferon-†onbon e re s orptio nin.vitr o. I Im m u n ol 136, 2478
-2482(1986)
100･ K lein- Nule nd I, Pilbe a mC CandRais zL G:Effe ctof 1,25-dihydr o xyv lta min D3 o n
pro staglandin E2produ ctionin c ultu red m o u s eparietal bo n e s. I Bo n eMinerRe s6,
1339-1344(1991)
79
101. Pa cific R, Rifa sL, Teitelba u mS, SlatopolskyE, McCr a cke na, Bergfeld ”,LJe eW ,
Avioli L Va nd Pe ck W A:Spo nta n e o u s r ele a s e ofinterle ukin1 fr o mhu m a nblo od
m o n ∝ytes Tene CtSbo n efo r m atio ninidiopathic o ste opo T O Sis. Pr o cNa也Ac adSciU SA
84
,
4616-4620(1987)
10 2. Pa cific R, Rifa sL, M cCr a cke na, Vered瓦, M cMu rby C, A violi L Va nd Peck W A:
OvariaJI Steroidue atm e ntblocks apo stm e n opa u s alin c r e a s einblo od m o n o cyteinte rle ukim
lr ele as e. Pro cNail Ac ad Sci U S A86, 2398-240 2(1989)
103. M ats udaT: An interle ukin1a ctlV lty Pr odu c ed by perito n e alm a cr ophage sisin c re as edwith
a c c el r atedbo n e r e s o rptl O nin o v arie ctomiz ed adultr ats. I Bo n eM in erMetab 9, ト7
(1991)
10 4. Takaha shi N
,
A kats uT
,
U daga w aN, Sa s aki T, Ya m agu chi A, M os elyJ M, MaTdnTJ
andSudaT:Oste obla stic cells ar ein v olv ed in o ste ∝1astfo rm adon. Endocrinology123,
2600-2602(1988)
105. Takaha shi N, Udaga w aN, Akats uT, T an akaa, Isogai Ya nd SudaT:Dencie n cyof
o ste ∝1a stsin oste opetrotic mic eisdu eto adefectin 血el∝ al micr 耽 nvir o n m e ntpr o vided
byo ste obla sdc c ePs. End∝rinology128, 1792-1796(1991)
106. Kom adaH , Y am a s aki A, No s eM , NiidaS, Ohga m eY, A be M , Ku m ega w aM andSuda
T:Co nge nitalo ste o clastdeficie n cyin o ste opetr odc(op/op)mic eis cttr ed byinje c也o n s of
m a cr ophage c olo ny-stim ulatingfa cto r. IExp Med 173, 269
-272(1991)
107. TakahashiN
,
Ya m an aH･, YashikiS, Ro odm anGD, Mu ndyGR, Jo n e sSJ, Boyde A and
SudaT:Oste o cla st-like c ell fo r m atio n a ndits r egulatio nbyo ste otr opichor m o n esin m o u s e
bon e marr o w c ultu r e s. Endocrin ology122, 1373-1382(1988)
108. Bu rston eM S:Hist∝he micalde monstration ofacidphosphatas e withn aphthoI
AS-pho sphate s. ∫Nad Ca nc erlnst 21, 523-539(1958)
109. Takaha shiN, A kats uT, Sa s aki T, Nichols o nG C, M o s eleyJM , M artin TJandSudaT:
Indu ct主o n ofcalcito nin r e c eptor sby1α , 25-dihydroxyvitamin D3in o steo cla st-like
m ultinu cle atedc ellsfo rmedfrom mo u s ebone m arro w cells. Endoc rin ology1 23,
1504-1510(1988)
80
110. 監uTibar aN
,
Soda. T
,
M iur aY
,
Naka u chi ”
,
Kodam aH, Hiu r aK, HakedaY and
Ku m ega w aM:Ge n e r atio n ofo ste o cla stsfr o mis olated he matopoletlCProge nito r c ells･
Blo od 7 4, 1295-130 2(1989)
111. Pfeils chifterI, Che n ua, BirdA, M u ndyGR a nd Ro odm a nGD: 払terleukin-1andtu m or
n e cro sisfa cto r stim ulate 肋efor m atio n of hu m a n o ste ∝1a sdike c ellsin vitro.甘Bo n eM 払eT
Res4, 113-118(1989)
112･ Shin arD Mand Roda nGA:Biphasic effects oftr ansfo rming苫r O Wtb fa cto r-βo n血e
pr odu ctio n ofo ste o clasトIike c ellsin mo tlS ebone m ar r o w c ulttlre S:The r ole of
pr o stagla ndin sim仇ege n e r ation ofthese c ells. Endo cdnology126,3153-3158(1990)
1 13. M ats chin e rJTa nd noisyJrE A:Bio as s ay ofvitaminK in chicks. ∫Nutr 90,97-100
(1966)
1 14･ Ulrich M M W, Kn ape nMH J, me rr D3 a n n-Erle eMP Ma ndVer m e erC:Vitamina is n o
antagonistfo rthe a ctio n of w arfhrinin r ato ste o sa r c o m aUM R 106. Thr o mbRe s50,
27-32(1988)
115. Kura chiT, M o由taⅠa ndMu rotaS:In v olv e m e ntofadhe sio n m ole c ule sL F A-1 a nd
IC A M-1 in o ste ∝1a stde velopm e nt. Bio chim etBiophys Acta 117 8,259-266(1993)
81
童養お よび副査名簿
本学位静文の審査は千葉大学大学院薬学研究科 で指名された下記の審査委農に より
行われ た ｡
主査 千葉大学 教授
副査 千葉大学 教授
副査 千葉大学 教授
薬学博士 佐藤 哲男
薬学博士 渡辺 和夫
薬学博士 五十嵐 - 衛
副査 千葉大学 教授 薬学博士 堀江 利治
副査 千葉大学 教渡 英学博士 北田 光 一
82
